esp@cenet - Document Bibliography and Abstract /^rr^ J ^ a § e * °f * 



ihqgrapny and Abstract v<— ^ 



MACROMOLECULAR CONJUGATES OF HEMOGLOBIN, A PROCEDURE 
FOR THEIR PREPARATION AND THEIR USES 

Patent Number: [~; US5 1 10909 
Publication date: 1992-05-05 

Inventory): DELLACHERIE EDITH (FR); LEONARD MICHELE (FR); SACCO DANIEL (FR); 

VIGNERON CLAUDE (FR) 

Applicant(s): MERIEUX INST (FR) 

Requested Patent: T; eP0338916, / B1 
Application 

Number: US1 9890340826 1 9890420 
Priority Number 

(s): FR1 9880005240 19880420 

IPC Classification: A61K35/14; C07K13/00 

EC Classification: A61K47/48K8 . A61K47/48R2R . C07K1 4/805 

Equivalents: DE68901944D, DE68901944T, ES2043054T, □ FR2630329 . ^ JP2042023 



Abstract 



The subject of the invention is a procedure for the preparation of water-soluble macromolecular conjugates 
of hemoglobin, characterized in that: in the first step, Z sites are bound to a polymer P, the Z sites 
containing, on the one hand, at least one negative charge borne for example by sulfate groups and 
intended to lead to the formation of an ionic linkage with hemoglobin, and containing, on the other hand, at 
least one carboxylic group for example intended to lead to the formation of a covalent linkage with 
hemoglobin, then in the second step, the polymer P containing the Z site(s) is made to react with 
hemoglobin in the oxygenated form in order to form, on the one hand, at least one ionic linkage between at 
least one of the Z sites borne by the polymer and hemoglobin and, on the other hand, at least one covalent 
linkage between the same Z site mentioned above borne by the polymer and hemoglobin. The 
macromolecular conjugates obtained by this procedure exhibit a lower affinity for oxygen than that of free 
hemoglobin. 
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© Conjugues macromoleculaires d'hemoglobine, leur procedfe de preparation et leurs applications. 

© ^invention a pour object un procede de preparation de 
conjugues macromoleculaires hydrosolubles d'hemoglobine, 
caracterise en ce que : 

- on fixe, dans une premiere etape, des sites Z sur un polymere 
P, les sites Z contenant d'une part au moins une charge 
negative portee par exemple par des groupes sulfates et 
destinee a creer une liaison ionique avec Themoglobine, et 
contenant d'autre part au moins par exemple par une groupe 
carboxylique, et destinfe a creer une liaison covalente avec 
I'hemoglobine, 

- puis dans une seconde etape, on fait reagir le polymere P 
comportant le ou les sites Z avec de i'hemoglobine sous forme 
oxygenee, pour former d'une part au moins une liaison ionique 
entre Tun au moins des sites Z portes par le polymere et 
I'hemoglobine et d'autre part au moins une liaison covalente 
entre le meme susdit site Z porte par le polymere et 
rhemoglobine. 

Les conjugues macromoleculaires obtenus par ce procede 
presentent pour I'oxygene une affinite inferieure a celie de 
rhemoglobine fibre. 
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Descripti n 

CONJUGUES MACROMOLECULAIRES D'HEMOGLOBINE, LEUR PROCEDE DE PREPARATION ET LEURS 

APPLICATIONS 

L'invention concerne de nouveaux conjugues macromoleculaires, leur precede de preparation et leurs 
5 applications comme transporters d'oxygene, notamment dans le cadre des transfusions. 

On sait qu'il est possible d'injecter par voie intraveineuse une solution aqueuse d'hemoglobine exempte de 
stroma et rendue isotonique du sang. 

Or Tun des inconvenients que presente I'hemoglobine est qu'elle ne reste pas dans le circuit sanguln mals 
qu elle diffuse a I'exterieur du systeme vasculaire, en raison en particulier de sa petite taille. 
10 Afin de remedier a cet inconvenient, c'est a dire afin d'augrnenter la persistance intravasculaire de 
I'hemoglobine libre dans le cadre de son utilisation comme "substitut" du sang ou de solute de remplissage 
transporter d'oxygene, plusieurs precedes ont ete utilises. 

On a, par exemple, fixe rhemogiobine a des macromolecules hydrosolubles depourvues de toxicite, non 
antigeniques et hemocompatibles. 
15 C'est ainsi que de nombreux exemples d'hemoglobines modifiees par la fixation chimique de polymeres 
hydrosolubles montrent que le temps de sejour de rhemogiobine dans I'organisme peut etre largement 
augmente. 

Parmi les differents polymeres utilises, les plus courants sont les polysaccharides et notamment le dextrane 
(brevet francais n° 2.328.478) I'hydroxyethylamtdon (brevet francais n° 2.328.478), I'inuline (demande de 
20 brevet europeen n° 43.675), et les polyalkyleneglycols et plus particulierement le polyethylene glycol 

Cependant dans tous les cas, rhemogiobine ainsi modifiee par fixation directe de ces polymeres, possede 
des proprietes oxyphoriques mal adaptees a une utilisation en transfusion sanguine. 

On rappelle, en effet, qu'un substitut sanguin ne peut jouer un role equivalent a celui qu'assume 
rhemogiobine intraerythrocytaire native que dans la mesure ou la combinaison qu'il forme avec I'oxygene est 
25 reversible, c'est a dire qu'il est capable de fixer I'oxygene, (rhemogiobine est alors sous forme oxygenee) 
mais egalement capable de refarguer facilement I'oxygene (I'hemoglobine est alors sous forme deoxygenee). 

Cette propriete vis a vis de I'oxygene est caracterisee par la courbe (appelee courbe de Barcroft) qui 
correspond a la variation de la quantite d'oxygene retenue par unite de masse du transporteur en fonction de 
la pression partielle de I'oxygene contenue dans I'atmosphere a laquelle I'hemoglobine est exposee. 
30 Dans le cas d'une solution aqueuse de rhemogiobine native (concentration 15 u.moles/litre) cette variation 
est representee par le trace de reference represents sur la figure 1, represents a pH 7.2 a 25° C. 

L'un des parametres associe a cette courbe est la pression de demi-saturation (Pso) qui est la pression 
partielle de I'oxygene a laquelle il faut soumettre la solution d'hemoglobine pour qu'elle absorbe une masse 
d'oxygene equivalant a 50 o/o de la quantite maximum a laquelle elle est capable de se combiner. Or dans le cas 
35 de I'hemoglobine modifiee (hemoglobine couplee a des polymeres) comme indique ci-dessus, la courbe de la 
figure 1 representant le pourcentage de I'oxygene combine a I'hemoglobine sous des pressions partielies d 
oxygene determinees, subit une translation vers la gauche par rapport a la courbe correspondant a 
rhemogiobine native. 

Ceci signifie que la pression Pso de I'hemoglobine modifiee est inferieure a celle de I'hemoglobine native; en 
40 d'autres termes I'hemoglobine modifiee presente une affinite trop forte vis a vis de I'oxygene, ce qui a pour 
inconvenient que I'oxygene ne peut etre restituee rapidement aux tissus irrigues. 

Cette modification des proprietes oxyphoriques de I'hemoglobine modifiee peut s'expliquer notamment 
pour les raisons suivantes : 

- I'hemoglobine native subit a I'interieur du globule rouge, I'influence du diphospho-2,3-glycerate (2,3 DPG) qui 
45 est I'effecteur naturel intraerythrocytaire, qui s'associe avec les amines du site allosterique de la 
deoxyhemoglobine, ce qui abaisse I'affinite de I'hemoglobine vis a vis de I'oxygene. 

Des ameliorations pour remedier a cet inconvenient ont ete proposees en effectuant le couplage entre des 
polymeres et de I'hemoglobine, en presence d'effecteurs temporaires (ou ligands) tels que le diphospho- 
2,3-glycerate ou I'inositol hexaphosphate et en absence totale d'oxygene (brevet francais n° 83.145.45). 
50 Ces substances polyphosphates complexent fortement le site allosterique de la deoxyhemoglobine, 
stabilisant cette derniere. et protegent de cette fapon les sites amines qui sont essentiels pour le processus 
de transport de I'oxygene. 

Cependant ces effecteurs sont elimines soit au cours des etapes de purification des conjugues polymeres 
de I'hemoglobine, soit dans le plasma, dans le cas ou la purification n'a pas entraune I'elimination des 
55 effecteurs, en raison des conditions dissociatlves du plasma. 

Pour remedier a cet inconvenient, on a propose d'avoir recours a des effecteurs permanents, par exemple 
en fixant du pyridoxal-5'-phosphate (Japan Kokai Tokkyo JP n° 59.104.323). 

On a egalement propose d'utiliser des ligands avec plusieurs groupes phosphates qui, apres fixation sur 
rhemogiobine, diminuent sensiblement son affinite pour I'oxygene. 
60 Cependant, l'un des inconvenients presentes par ces composes st que leur obtention met en oeuvre 
plusieurs operations sur I'hemoglobine et n tout cas plus de deux, c qui provoque la formation de produits 
de degradation, notamment de methemoglobin . 

On a egalement propose, dans la demand de brevet France n° 86.09625, des conjugues macromolecu- 
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(aires d hemoglobine, dont la taille est telle que leur diffusK/ite extravasculair estlimitee, voire annulee, quL 
sont proteges contre les conditions dissociatives du plasma, dont les proprietes oxyphoriques ne sont pas 
alterees, mais ameliorees par rapport a celles de rhemoglobine libre, et dont la preparation limite le nombre 
d'etapes reactionnelles sur I'hemoglobine. 

Or. ces composes sont presentes comme etant obtenus par un procede en deux etapes, a savoir fixation de 5 
sites Z portant des charges anioniques sur le polymere P, suivi de la reaction entre le polymere P sur lequel ont 
ete fixes les sites Z et I'hemoglobine, sous forme deoxygenee, en I'absence d'oxygene. 

Ce procede, toutefois simplifie par rapport aux procedes existant, peut etre difficile a mettre en oeuvre a 
I'echelle industrielie. surtout dans le cas ou Ton met en oeuvre des volumes important s de solutions de 
deoxyhemoglobine, la difficulty etant par ailleurs accrue dans la mesure ou il est necessaire de travail ler en 10 
I'absence d'oxygene. 

Or, la Soctete Demanderesse a trouve de facon tout a fait inattendue un nouveau procede d'une part 
permettant de preparer certains des conjugues qui font I'objet de la demande France n° 86.09625 et d'auire 
part permettant d'etendre I'acces de I'homme de Cart a de nouveaux conjugues qui presentent de bonne 
proprietes oxyphoriques les rendant aptes a une utilisation in vivo comme substitut du sang. 15 

II s'est en effet avere que certains conjugues de couplage de I'hemoglobine pouvaient etre obtenus en 
mettant en oeuvre de I'hemoglobine sous forme oxygenee, et en travaiilant dans des conditions n'impliquant 
pas I'absence d'oxygene. 

Or, la possibility de preparer des conjugues macromolecuiaires d'hemoglobine en utiiisant de 
I'hemoglobine sous forme oxygenee est toute a fait surprenante et va a I'encontre tant des donnees connues 20 
sur la conformation de I'hemoglobine que des resultats obtenus a ce jour. 

En effet, compte tenu des donnees connues de la conformation de I'hemoglobine et notamment le fait que 
sous forme deoxy, certaines des amines de I'hemoglobine participent au verrouillage de I'hemoglobine en 
etablissant des ponts satins definis ci-apres, ces amines de I'hemoglobine engagees dans les ponts salins ne 
peuvent done pas reagir facilement avec le polymere. Lorsque la deoxyhemoglobine et le polymere sont 25 
couples dans le conjugue macromoleculaire d'hemoglobine obtenu, ces amines peuvent alors continuer a 
assurer la transition de conformation oxy = deoxy de I'hemoglobine. De plus, la deoxyhemoglobine posse de 
un site (site altosterique p) tapisse de fonctions amines capables de s'associer energtquement avec des 
structures renfermant des groupes anioniques. Les poly meres portant des charges anioniques vont done 
reagir preferentiellement a ce niveau et s'ils portent des fonctions reactives telles que carboxyle, aldehyde ou 30 
OH, reagir a I'interieur de ce site pour donner des conjugues ou rhemoglobine deoxy est stabilisee, par 
contre, quand rhemoglobine est sous forme oxygenee, les ponts salins n'existent plus, et les amines 
correspondantes peuvent done reagir avec le polymere, quel qu'il soit. Le resultat de ce couplage conduit a 
des conjugues dans lesquels I'hemoglobine se desoxygene difficilement, les amines modifiees par le 
polymere ne pouvant plus etablir les ponts salins stabilisant la forme deoxy de I'hemoglobine. Par ailleurs, le 35 
site p est tres desorganise et I'effet d'orientation par les groupes anioniques du polymere ne peut plus jouer. 
On obtient ainsi des conjugues possedant une P50 tres basse. 

Ces hypotheses ont ete confirmees par les resultats obtenus avec des polymeres comportant 

- des sites Z comportant des charges anioniques constitutes par des phosphates et/ou des sulfates, et/ou 

des carboxylates et 40 

- des groupes carboxyliques, aldehyde ou OH non situes sur les susdits sites Z, 

et dans lesquels la liaison ionique est etablie entre le phosphate et/ou le sulfate, et/ou le carboxylate des sites 
Z du polymere et I'hemoglobine et la liaison covalente est etablie entre les groupes carboxyliques, aldehyde ou 
OH situes sur le polymere, et I'hemoglobine. 

En effet, lorsque de tels polymeres sont mis a reagir avec I'hemoglobine sous forme oxygenee, la P50 du 45 
conjugue macromoleculaire d'hemoglobine devient inferieure a ceile de I'hemoglobine native. 

Des resultats obtenus avec des polymeres comportant des groupes carboxyliques, lesquels 

- d'une part, sous forme carboxylate. servent de charges anioniques etablissant des liaisons ioniques entre le 
polymere et rhemoglobine 

- et, d'autre part, entrent dans I'etablissement des liaisons covalentes entre le polymere et I'hemoglobine mais 50 
dans lesquels les groupes carboxyliques qui sont engages dans les liaisons. covalentes ne sont pas situes sur 

les sites Z qui portent les carboxylates qui etablissent les liaisons ioniques, ont prouve que les conjugues 
d'hemoglobine prepares a partir d'hemoglobine sous forme oxygenee presentent une P50 inferieure a celle de 
rhemoglobine libre ; en d'autres termes, de tels conjugues d'hemoglobine n'ont pas de proprietes 
oxyphoriques interessantes (cf. Preparative Biochemistry 14(4), 313-329 (1984)). 55 

Or, la possibility de preparer des conjugues d'hemoglobine presentant des proprietes oxyphoriques 
interessantes a partir d'hemoglobine oxygenee a ete obtenue grace au procede de invention. 

On a par ailleurs deja propose des conjugues macromolecuiaires d'hemoglobine dans lesquels 

- la liaison ionique entre le polymere et I'hemoglobine est etablie entre des sites Z du polymere portant des 
charges anioniques et I'hemoglobine et 60 

- la liaison covalente est etablie 

. soit entre des sites Z du polymer et I'hemoglobine, 

. soit entre le polymere et I'hemoglobin . sous reserv de conditions entre la nature de la charge anioniqu , le 
nombre de charges anioniques et le nombre de monomeres. 
Or, on a constate de facon inattendue qu'il suffisait d'au moins une charge anionique par polymere, sous 65 
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reserve que la charge anionique et la fonction susceptible de former la liaison covalente entre le polymere et 
Phemoglobine soit situee sur le rneme site Z. 

L'un des buts de Pinvention est de fournir un nouveau procede permettant d'obtenir facilement des 
conjugues macromoleculaires physiologiquement compatibles, et susceptibles de fixer Poxygene reversible- 
5 ment. 

L'un des buts de Pinvention est de fournir un nouveau procede permettant d'obtenir facilement des 
conjugues macromoleculaires susceptibles de restituer I'oxygene plus facilement que I'hemoglobine libra. 

L'un des buts de I'invention est de proposer un nouveau procede permettant d'obtenir des conjugues 
macromoleculaires faciles a synthetiser a I'echeHe industrielle. 
10 L'un des autres buts de I'invention est de fournir un nouveau procede permettant d'obtenir des conjugues 
macromoleculaires d'hemoglobine, en soumettant Phemoglobine au plus a deux etapes, et generalement a 
une seule etape. 

L'un des autres buts de I'invention est de proposer un nouveau procede permettant d'obtenir facilement 
des volumes importants de solutions aqueuses contenant des conjugues macromoleculaires d'hemoglobine 
15 susceptibles d'etre utilisees comme substitut du sang, notamment dans les interventions necessitant des 
transfusions ou la perfusion d'organe. 

L'un des autres buts de I'invention est de fournir un nouveau procede permettant d'obtenir facilement des 
solutions d'hemoglobine dont les proprietes oxyphoriques, revelees par une augmentation de la P50 in vitro 
par rapport a I'hemoglobine libre, demeurent stables in vivo. 
20 L'un des autres buts de I'invention est de proposer un nouveau procede permettant d'obtenir facilement 
des composes macromoleculaires d'hemoglobine presentant a la fois une affinite moderee par rapport a 
I'oxygene, ainsi qu'un volume hydrodynamique eleve, entraTnant au cours d'experiences transfusionnelles, 
Paugmentation de la persistance intravasculaire de I'hemoglobine par suppression de Phemoglobinurie. 
L'un des autres buts de Pinvention est de proposer un nouveau procede permettant d'obtenir facilement 
25 des conjugues macromoleculaires d'hemoglobine qui presentent d'excellentes proprietes oxyphoriques 
revelees par une augmentation de la P50 in vitro par rapport a I'hemoglobine libre, dans lesquels le polymere 
utilise, mis en presence d'hemoglobine mais dans des conditions de non couplage avec I'hemoglobine, 
n entraine pas necessairement d 'augmentation de la P50 par rapport a I'hemoglobine libre. 

L'un des buts de Pinvention est de proposer de nouveaux conjugues macromoleculaires presentant 
30 d'excellentes proprietes oxyphoriques revelees par une augmentation de la P50 in vitro et dont la P60 puisse 
etre ajustee correlativement au nombre de liaisons ioniques etablies entre le polymere et I'hemoglobine. 

Le procede de preparation de conjugues macromoleculaires hydrosolubles d'hemoglobine, non 
biodegradables ou peu biodegradables, pendant le temps durant lequel le conjugue macromoleculaire doit 
assurer des fonctions oxyphoriques dans le plasma, presentant pour Poxygene une affinite inferieure a celle de 
35 I'hemoglobine libre, caracterise en ce que : 

- on fixe, dans une premiere etape, des sites Z sur un polymere P, a raison d'au moins un site Z par chain e de 
polymere, le polymere P etant hydrosoluble, non toxique, de preference non antigenique, hemocompatible, de 
masse moleculaire d'environ 1 000 a environ 500 000, de preference d'environ 1 000 a environ 100 000, 
comportant un ou plusieurs groupes polaires, de preference des groupes hydroxyles, carboxyliques ou 

40 amines, et les sites Z contenant d'une part au moins une charge negative portee par des groupes, sulfates 
et/ou phosphates et/ou carboxylates, et destinee a creer une liaison ionique avec Phemoglobine, et contenant 
dautre part au moins un groupe carboxylique, aldehyde ou OH, destine a creer une liaison covalente avec 
Phemoglobine, 

. soit en uttlisant un compose Z-Y dans lequel Y est une fonction active ou activable a Patde d'un agent 
45 d activation, telle que aldehyde, carboxylique, amine, hydroxyle ou halogene, ou bien 
. soit en effectuant un greffage radicalaire des sites Z sur le polymere P ; 

- puis dans une seconde etape, on fait reagir le polymere P comportant le ou les sites Z avec de Phemoglobine 
sous forme oxygenee, dans un milieu non deoxygene, dans des conditions telles que Phemoglobine ne 
subisse pas de denaturation et puisse passer apres couplage avec le polymere de facon reversible de la forme 

50 oxygenee a la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 a environ 9, 

pour former d'une part au moins une liaison ionique entre Pun au moins des sites Z portes par le polymere et 
Phemoglobine et d'autre part au moins une liaison covalente entre le m§me susdit site Z porte par le polymere 
et Phemoglobine, 

- lorsque la reaction ci-dessus indiquee conduit eventuellement a des fonctions imines, celles-ci peuvent etre 
55 stabilisees en fonctions amines, par exemple par reduction a Paide de NaBhU, NaCNBH3, le dimethylaminobo- 

rane ou HCOOH. 

Par commodate de langage, dans la suite du texte, et sauf indication contraire, Pexpression "site Z" 
correspond au site Z apres fixation sur le polymere. 

Dans ce qui precede et ce qui suit, on utilise Padjectif "carboxylate" pour designer la charge 
60 anionique - provenant d'un groupe carboxylique - qui intervi nt dans la liaison ionique entre le polymere et 
Phemoglobine et Padjectif "carboxylique'* pour designer la fonction - provenant egalement d'un groupe 
carboxylique. mais different du precedent - qui etablit la liaison covalent entre le polymere et Phemoglobine. 
L'adjectif "carboxylique" englobe egalement Panhydride forme a partir de deux groupes carboxyliques. 
De plus la charge anionique provenant d'un carboxylate peut egalement provenir d'une fonction anhydride. 
65 On a constate qu'il etait possible d'utiliser de Phemoglobine sous forme oxygenee, dans des conditions 
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n'impliquant pas I'absence d'oxygene. Plus precisement, on a constate : 

- que par exemple ii est inutile de deoxygener en bofte a gants et de mettre sous vide les solutions utilisees 
pour dissoudre le polymere, lorsque celui-ci a ete lyophilise apres qu'on y a fixe les sites Z ; 

- qu'il est egaiement inutile apres deoxygenation des susdites solutions d'effectuer un balayage a I'azote, 

- et qu'il est egaiement inutile de traiter I'hemoglobine par les etapes indiquees ci-dessus, a savoir 5 
deoxygenation de I'hemoglobine en botte a gants, mise sous vide et balayage a I'azote et inutile d'avoir a 
operer ulterieurement en I'absence d'oxygene, afin d'effectuer le couplage entre le polymere et rhemogtobine. 

On a constate egaiement que ce precede n'est applicable que dans la mesure ou le site Z porte 
simultanement : 

- des groupes anioniques. choisis parmi les sulfates, phosphates, carboxylates et 10 

- des groupes carboxyliques, aldehyde ou OH. 

En d'autres termes, ce procede n'est applicable que si une liaison ionique et une liaison covalente sont 
etablies entre le polymere et I'hemoglobine, par I'intermediaire d'au moins un meme site Z porteur des 
groupes appropries. 

Le procede de I'invention ne s'applique done que dans la mesure ou : 15 

- II y a etabiissement d'une liaison ionique entre un groupe phosphate, sulfate ou carboxylate, situe sur un site 
Z porte par le polymere, et I'hemoglobine, 

- et le susdit site Z comporte egaiement un groupe aldehyde, carboxylique ou OH qui forme une liaison 
covalente entre le polymere et I'hemoglobine. 

En d'autres termes, le procede de I'invention ne s'applique pas aux polymeres comportant 20 

- d'une part des sites Z, porteurs d'un groupe anionique choisi parmi le sulfate, phosphate, carboxylate 

- et d'autre part des groupes carboxyliques, aldehyde ou OH, non situes sur les susdits sites Z. 

En d'autres termes, le site Z avant fixation sur le polymere comporte au moins trois groupes fonctionnels qui 
sont tels que : 

- Tune des fonctions est une fonction permettant d'attacher le groupe Z sur le polymere, 25 

- Tune des fonctions est une fonction sulfate, phosphate ou carboxylate susceptible d'etablir une liaison 
ionique avec une amine du site allosterique de I'hemoglobine, 

- Tune des fonctions est une fonction aldehyde, carboxylique ou OH, susceptible de former une liaison 
covalente avec un groupe NH2 de I'hemoglobine. 

Par agent d'activation utilise pour activer la fonction Y du compose Z-Y dont il est question ci-dessus, on 30 
designe par exemple ceux choisis dans le groupe constitue par les carbodiimides ou le carbonyldiimidazole. 

Lorsque ie site Z est fixe par greffage radicalaire sur le polymere est utilise un initiateur radicataire tel que 
par exemple le nitrate ou le sulfate cerique d'ammonium ou tout autre agent capable de creer des radicaux 
libres sur la chaine polymere (azobis isobutyronitrile, peroxydes. etc.). 

Selon un mode de realisation avantageux du procede de I'invention, tous les sites Z qui interviennent dans 35 
les liaisons covalentes entre le polymere et I'hemoglobine sont les memes que les sites Z qui interviennent 
dans les liaisons ioniques entre le polymere et I'hemoglobine. 

Dans le procede selon I'invention, si les groupes polaires du polymere sont ionisables et s'ils ne son* pas 
tous engages dans des liaisons avec les sites Z, ces groupes polaires sont de preference bloques afin d'eviter 
des interactions ulterieures avec les proteines plasmatiques in vivo . 40 

C'est ainsi lorsque les groupes polaires sont des amines, celles qui ne sont pas engagees dans des liaisons 
avec les sites Z peuvent etre bloquees par exemple a I'aide d'anhydride acetique. 

Lorsque les groupes polaires sont des carboxyliques, ceux-ci peuvent etre bloques par exemple a I'aide 
d'ethanolamine. 

Le procede de I'invention est avantageusement effectue dans des conditions telles que les groupes polaires 45 
du polymere sont tous engages dans les liaisons avec les sites Z, ce qui a pour consequence qu'il n'y a plus de 
blocage a effectuer sur les groupes polaires. 

Ces conditions consistent notamment a reguler la quantite de sites Z fixes sur ie polymere, en fonction des 
groupes polaires du polymere. 

Lorsque les groupes polaires ne sont pas preexistants sur le polymere mis en oeuvre mais doivent etre fixes 50 
sur le polymere, on peut egaiement controler la quantite de groupes polaires qu'on fixe, de facon a ce que le 
nombre de sites Z fixes sur le polymere sort celui souhaite, sans qu'il y art pour autant de groupes polaires 
(residuels) a bloquer apres fixation des sites Z. 

Le contrdle du nombre de sites Z peut etre tres interessant dans la mesure ou il intervient dans la variation 
de Pso. par I'intermediaire de la densite de la charge negative provenant du site Z. 55 

Le contrdle de la fixation des groupes polaires sur le polymere peut se faire de la facon suivante : 

Dans I'exemple du dextrane amine, le nombre de groupes amines peut etre module en controlant la reaction 
qui precede et qui consiste a faire reagir de I'epichlorhydrine sur le dextrane en presence de catalyseur. 

Ce contrdle peut etre fait en faisant varier le temps de reaction ou en faisant varier la quantite de catalyseur. 

Le contrdle de la fixation des sites Z sur les groupes polaires du polymere lorsque les groupes polaires sont 60 
preexistants ou deja fixes sur le polymere peut se faire de la facon suivante : 

- soit en faisant varier le rapport molaire entre les composes Z-Y definis ci-dessus et les groupes polaires du 
polymere, 

- soit n faisant varier I rapport molair ntr I'agent d'activation defini ci-dessus et les groupes polaires du 
polymere. 65 
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Lorsque les groupes Z sont greffes par voie radicalaire, le contrdle de leur fixation se fait independament 
des groupes polaires, en modulant la quantite d'initiateur radicalaire utilisee au cours de la reaction de 
greffage. 

En ce qui concerne la charge anionique, on a constate qu'il suffisait d'au moins une charge anionique (que 
5 ce soit sulfate, phosphate ou carboxylate), par site Z, et qu'il suffisait d'au moins un tel site Z par polymere. 

En d'autres termes, on a constate que le procede de I'invention etatt applicable a la preparation de 
conjugues comportant au moins un seul groupe anionique, et notamment un seul groupe anionique par 
polymere (lequel groupe anionique n'intervient pas dans le couplage covalent entre le polymere et 
1'hemogiobine), pour former entre le polymere et rhemogiobine une liaison ionique. 
10 On a constate qu'une condition necessaire pour que les conjugues macromoleculaires obtenus par le 
procede de I'invention soient hydrosolubles, denues de toxicrte, de preference non antigeniques, et 
hemocompatibles est que les polymeres P, susceptibtes d'entrer dans la constitution des susdits conjugues 
macromoleculaires soient hydrosolubles, denues de toxicite, de preference non antigeniques, et 
hemocompatibles. 

15 On a constate que la presence sur la chaine du polymere de sites Z, porteurs de groupes anioniques qui 
jouent le role d'effecteurs permanents, augmente la pression partielle pour laquelle 50 o/o de rhemogiobine en 
solution est oxygenee, sans que cela puisse etre impute a I'existence eventuelle de ligands libres. 

Ces effecteurs permanents sont tels qu'ils permettent egalement a rhemogiobine de passer reversiblement 
de la forme desoxygenee a la forme oxygenee, avec une stabilisation plus forte de la conformation de la 

20 molecule d'hemogtobine sous forme deoxygenee, ce qui entraTne une diminution de I'affinite de rhemogiobine 
vis a vis de I'oxygene. 

En d'autres termes, ces effecteurs permettent a I'hemoglobine de transporter reversiblement I'oxygene, et 
notamment de relarguer facilement I'oxygene dans les tissus qui sont irrigues. 

La liaison covalente est telle qu'elle confere au conjugue macromoleculaire obtenu par le procede de 
25 I'invention une stabilite le rendant non biodegradable ou peu biodegradable en milieu plasmatique, pendant le 
temps durant lequel le conjugue macromoleculaire doit assurer des fonctions oxyphoriques, c'est-a-dire 2 a 3 
jours, ce qui supprime la diffusion extrarenale et extravasculaire de rhemogiobine. 

Dans les conjugues macromoleculaires obtenus par le procede de i'invention, I'hemoglobine est reliee au 
polymere par au moins une liaison covalente mais au-dela d'un nombre critique de liaisons covaientes entre 
30 les polymeres et I'hemoglobine. notamment quand il y a phenomene de reticulation intermoleculaire, ceci nuit 
aux proprietes de rhemogiobine. 

Ce nombre critique de liaisons covaientes correspond au fait que la masse moleculaire moyenne en poids 
des conjugues macromoleculaires de I'invention ne doit pas etre superieure a environ 1 000 000. 

Les polymeres qui entrent dans la constitution des conjugues macromoleculaires obtenus par le procede 
35 de ('invention qui sont degrades dans le milieu plasmatique ont une masse moleculaire moyenne en poids 
d'environ 1 000 a 600 000. 

Les polymeres qui entrent dans la constitution des conjugues macromoleculaires obtenus par le procede 
de I'invention et qui ne sont pas degrades dans i'organisme doivent avoir une masse moleculaire moyenne en 
poids egale ou inferieure a environ 10 000, car au-dela de cette valeur les polymeres passent difficilement la 
40 barriere renale et s'accumulent done dans I'organisme. 

C'est notamment le cas des polyatkyiene glycols, de la polyvinylpyrrolidone, du polymethylacrylate ou de 
certains polysaccharides, qui n'etant pas biodegradables doivent presenter une masse moleculaires moyenne 
en poids egale ou inferieure a environ 10 000. 

Les polymeres qui entrent dans la constitution des conjugues macromoleculaires obtenus par le procede 
45 de I'invention doivent etre utilises dans une gamme de poids moleculaire dans laquelle ils sont de preference 
non antigeniques. 

C'est ainsi que dans le cas du dextrane, son poids moleculaire doit etre inferieur a environ 70 000. 
La premiere etape de preparation des conjugues macromoleculaires de I'invention et qui consiste a fixer 
des sites Z sur le polymere, peut etre effectuee par des methodes connues. 
50 La premiere etape de preparation des conjugues macromoleculaires de I'invention peut egalement etre 
effectuee en utilisant des composes du type Z-Y dans lesquels Y est une fonction aldehyde, carboxylique, 
amine, hydroxyle ou halogene. Ces composes Z-Y peuvent etre utilises en ayant recours a des techniques 
chimiques classiques ; on peut par exemple fixer de I'acide benzene penta- ou hexacarboxylique, de I'acide 
diphosphoro-2,3 glycerique, du pyridoxal-5'-phosphate sur un polymere prealablement polyamine. 
55 Dans ce cas, il est imperatif d'eliminer toute trace du compose Z-Y, par exemple par dessalage sur une 
colonne de filtration sur gel. En effet, il faut eviter la presence de compose Z-Y qui n'aurait pas reagi et qui, 
meme en faible concentration avec les conjugufes macromoleculaires de I'invention peut fausser les 
conclusions relatives aux proprietes des conjugues de I'invention. 
On peut egalement avoir recours a toute autre methode permettant de fixer des chatnes polyanioniques sur 
60 un polymer , tel qu'une methode de greffage radicalaire. 

La seconde etape mentionnee ci-dessus est une etape d reaction entr le polymere et I'hemoglobine et 
peut, si necessaire, etre ' ventuellement pr ' cedee d'une phase d 'activation du polymere avant que le polymere 
ne soit mis a r'agir avec I'hemoglobin ; mais cette activation peut etre pratiquement simultanee avec la 
reaction ntre le polymere et I'hemoglobine. 
65 Au cours d la seconde 'tape, le polymer reagit avec I'hemoglobin et d'un part les liaisons ioniques 
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entre les sites Zdu polymere et I'hemoglobine et d 'autre part les liaisons covalentes entre le polym ' re et 
I'hemogfobine se torment. 

Dans le cas ou ce sont des groupes carboxyliques des sites Z qui interviennent dans la liaison covalente 
avec des groupes NH2 de I'hemoglobine, on peut utiiiser pour activer les groupes carboxyliques les reactifs 
classiquement utilises dans la synthese peptidique, tels que les carbodiimides hydrosoiubles, notamment le 
chlorhydrate de N'-ethyl-N-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (ED CI), la N.hydroxysuccinimide, ou retho- 
xy-2-quinoline-1-carboxylate d'ethyle (EEDQ). 

La liaison obtenue est alors une liaison amide. 

Dans le cas ou ce sont les groupes aldehyde des sites Z qui interviennent dans la liaison covalente avec des 
groupes NH2 de I'hemoglobine, on peut par exemple avoir recours a I'amination reductive. 

L'amination reductive d'un aldehyde consiste a former une imine par Taction d'une amine, et a reduire 
simultanement I'imine en amine a I'aide d'un reducteur tel que NaBhU, NaCNBhte, le dimethylaminoborane ou 
HCOOH. 

La liaison obtenue est alors une liaison amine. 

Dans le cas 011 ce sont des groupes aldehydes des sites Z qui interviennent dans la liaison covalente avec 
des groupes NH2 de I'hemoglobine, on peut egalement operer dans des conditions telles que la liaison 
obtenue sort une liaison imine, laquelle peut ensuite etre stabilisee en amine par reduction avec un reducteur 
doux, tel que Tun de ceux mentionnes ci-dessus! 

Lorsque les groupes Z, ne comportent ni groupes aldehydes, ni de groupes carboxyliques, mais qu'iis 
renferment des groupes hydroxytes dont certains sont sur des carbones adjacents, on peut former des 
groupes aldehydes, par exemple par oxydation periodique, notamment a I'aide de NalCU. 

La liaison obtenue entre ces groupes aldehydes et les amines de I'hemoglobine est alors une liaison imine, 
laquelle peut etre stabilisee en amine par reduction, par exemple avec NaBhU. 

Lorsque les sites Z ne comportent ni groupes aldehydes ni groupes carboxyliques, mais comportent une ou 
plusieurs fonctions OH, les sites Z peuvent etre mis en jeu sur des groupes NH2 de I'hemoglobine a I'aide d'un 
reactif approprie tel que le carbonyldiimidazole. Dans ce cas, la liaison obtenue est une liaison carbamate 




Les conjugues macromoleculaires d'hemoglobine dans lesquels les liaisons covalentes entre le polymere 
sont des liaisons imines peuvent ne pas etre stables dans rorganlsme, c'est pourquoi il convient de stabiliser 
la fonction imine en amine, par exemple par reduction par NaBhU, NaCNBhb, ou le dimethylaminoborane. 

Dans le cas ou il est necessaire de stabiliser les liaisons covalentes, i'hemoglobine n'est en tout cas pas 
soumise a plus de deux e tapes de reaction, et dans les autres cas, qu'il y ait activation ou non du polymere P, 
I'hemoglobine est soumise a une seule etape de reaction, ce qui est particulierement avantageux car le 
nombre limite d'etapes de reaction sur I'hemoglobine (au plus egal a deux) est I'une des conditions 
essentielies pour que, en plus du rendement de la reaction, i'hemoglobine ne soit pas denaturee. 

Au cours de la deuxieme etape, il est en effet essenttel que I'hemoglobine ne subisse au cours de la 
formation du conjugue macromoleculaire de ('invention ni denaturation importante, ni reduction sensible de la 
mobilite relative des diverses entrtes qui la constituent afin de conserver, au moins en partie, ses proprietes 
oxyphoiiques. 

La deuxieme etape de reaction a lieu en milieu aqueux, tampon ne ou non, a un pH d'environ 5 a environ 9, 
eventuellement en presence d'un activateur comme indique ci-dessus, pendant une duree suffisante et de 
preference inferieure a celle a partir de laquelle il y a formation importante de methemoglobine (superieure a 
environ 5 0/0), a une temperature assurant une conservation correcte de I'hernoglobine. 

Le milieu aqueux est tamponne par des tampons classiquement utilises, pour stabiliser le pH a la valeur 
souhaitee. 

La duree de reaction est d 'environ 30 mn a environ 20 h, et avantageusement d 'environ 1 h a environ 8 h, a 
une temperature d'environ 3 a environ 30°C. 

La duree de la reaction depend notamment de la temperature a laquelle on travaille. 

L'hemoglobine utilisee est sous forme oxygenee, et on utilise avantageusement -une solution 
d'hemoglobine a 10 0/0. 

Le rapport des concentrations molaires entre le polymere et i'hemoglobine doit en outre etre tel que la plus 
grande partie des molecules d'hemoglobine soit liee de facon covalente avec le polymere polyanlom'que. 

A titre d'exemple, on peut indiquer qu'en faisant reagir, a une temperature d'environ 3 a 30° C, en solution 
dans un milieu aqueux a pH voistn de 6,5, un melange de polymere dextrane, dont la masse moleculaire 
moyenne en poids est d*environ 10 000 a environ 40 000, et d'hemoglobine dans lequel le rapport des 
concentrations molaires entre le dextrane et Phemoglobine est d'environ 0,5 a environ 5, on obtient des 
conjugues macromoleculaires de ('invention, dont I'examen chromatographique, par exemple par permeation 
sur gel montre qu'il n'y a plus d'hemoglobine libre. 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede de I'invention est tel qu'aucune liaison ronlque et 
aucune liaison covalente n'est susceptible de s'etablir aiileurs qu'entre les groupes respectifs appropries des 
sites Z du polymere et I'hemoglobine. 

Un procede de preparation de conjugues macromoleculaires avantageux d I'invention est caracterise n 
ce que Ton fix les sites Z sur le poJymere P d telle sorte que la relation entre le nombre t fa nature des 
charges negatives destines a creer une liaison ioniqu entre un sit t ('hemoglobin (non engage s dans fa 
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liaison entre un site et le polymere et non engagees dans la liaison covalente entre un site et I'hemoglobine) 
soit la suivante : 

- lorsque chaque site Z contient un groupe anionique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, il y a au 
moins un tel site Z tous les dix monomeres du polymere, 

5 - lorsqu'il s'agit de site Z contenant au moins deux groupes anioniques, constitues de sulfates et/ou de 
phosphates, il y a au moins un tel site Z par chaine de polymere, 

- torsque chaque site Z contient des charges anioniques provenant de carboxylates, il taut au moins deux 
groupes carboxylates - non engages dans la liaison covalente entre le polymere et I'hemoglobine - sur un 
meme site Z, et au moins un tel site Z tous les cinq monomeres, 

10 - lorsqu'il s'agit de site Z contenant au moins trois charges negatives provenant de carboxyiates - non 
engages dans la liaison covalente entre le polymere et I'hemoglobine - il y a au moins un tel site Z par chaine de 
polymere. 

La relation entre le nombre de sites Z et de monomeres est statistique dans la mesure ou par exemple, 
lorsque il est indique qu'il y a au moins un site Z par chaine de polymere, cela signifie que certaines chatnes de 
15 polymere ne peuvent comporter aucun site Z et certaines autres chaines peuvent comporter deux sites, mais il 
est bien evident que, pour etre active vis-a-vis de I'hemoglobine, une chatne de polymere doit contenir au 
moins un site Z. 

Selon un autre mode de realisation avantageux. le procede de I'invention de preparation de conjugues 
macromoleculaires est caracterise en ce que Ton fixe les sites Z sur le polymere P de telle sorte que la relation 
20 entre le nombre et la nature des charges negatives destines a creer une liaison ionique entre un site et 
I'hemoglobine (non engagees dans la liaison entre un site et le polymere et non engagees dans la liaison 
covalente entre un site et le polymere) soit la suivante: 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, il y a 
au moins un tel site Z par chaine de polymere et au plus un site Z tous les onze monomeres, 

25 - lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un carboxylate - non engage dans 
la liaison entre le site et le polymere et non engage dans la liaison covalente entre le polymere et 
I'hemoglobine - il y au moins un tel site Z par chaine de polymere, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates - non engages 
dans la liaison entre le site et le polymere et non engages dans la liaison covalente entre le polymere et 

30 I'hemoglobine il y a au moins un tel site Z par chatne de polymere et au plus un tel site Z tous les six 
monomeres. 

Les conjugues d'hemoglobine obtenus par mise en oeuvre selon cette variante du procede de {'invention 
sont nouveaux. 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede selon Pinvention est caracterise en ce que les liaisons 
35 covalentes entre le polymere P et I'hemoglobine sont etablies entre au moins un groupe carboxyllque ou 
aldehyde ou OH porte par les sites Z et au moins une amine de I'hemoglobine situee dans le site allosterique 
de I'hemoglobine, notamment Pamine de Tune au moins des deux valines [3-terminales de I'hemoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux du procede de I'invention. les ponts salins entre les groupes NH3 + 
et les groupes COO* internes de I'hemoglobine sont intacts lorsque rhernoglobine est sous forme 
40 deoxygenee. 

On designe par ponts salins, certaines liaisons intra-moleculaires qui se torment entre des ions NHa* et des 
anions COO", lorsque I'hemoglobine est sous forme desoxygenee. 

Les ponts salins dans les conjugues macromoleculaires obtenus par le procede de Pinvention doivent de 
preference etre intacts, car si les ions qui participent a la formation de ces ponts salins, sont engages dans 
45 dautres liaisons, le passage de I'hemoglobine de la forme oxygenee a la forme desoxygenee se fait tres 
difficile ment et de maniere incomplete. 

L expression "ponts salins intacts" signifie qu'au moins 50 o/q des ponts salins ne sont pas alter6s, et 
qu'avantageusement 80 a 90%, voire 100 o/o, des ponts salins ne sont pas alteres. 

Les criteres permettant de verifier si les ponts salins sont intacts sont notamment les suivants : 

50 

a) Courbe d'affinite vis a vis de I'oxygene : 

si la courbe d'affinite vis a vis de I'oxygene (courbe de Barcroft) est deplacee vers la droite par rapport a celle 
de I'hemoglobine libre, ceci implique que les ponts salins ne sont pas modifies. 

55 b) Coefficient de Hill (n) : 

ce parametre traduit Pallure sigmoide de la courbe de Barcroft et refiete le caractere plus ou moins cooperatif 
de la fixation de I'oxygene. La valeur de n permet d'apprecier la permanence du comportement allosterique de 
I'hemoglobine. Dans le cas de I'hemoglobine native, ce coefficient est compris entre 2,7 et 3,0. 

60 c) Effet Bohr : 

il consiste a determiner le comportement oxyphorique d I'hemoglobine a differents pH, ce qui permet 
d'evaluer les perturbations consecutives aux drfferentes manipulations. 

Selon un autre mode de realisation avantageux I s conjugues macromoleculaires de Pinvention sont tels 
que les polymeres sont choisis parmi les polysaccharides, notamm nt les hydroxyalkylamidons dont I groupe 
65 alkyle comporte de 2 a 4 atomes de carbone, Pinuline, le dextrane et ses deriv's, notamment le dextrane 
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amine, I'aJcool polyvinyiique, la polyvinylpyrrolidone, le polymethacrylate et ses derives, les polypeptides, les . 
polyalkylene glycols dans lesquels le groupe alkylene comport de 2 a 5 atomes de carbone, notamment ie 
polyethylen glycol et le polypropylen glycol; 

Les conjugues d'hemoglobine obt nus selon le procede de I'invention sont tels que les liaisons ioniques 
entre le polymere et rhemoglobine sont etablies entre les groupes phosphate, sulfate ou carboxylate des sites 5 
Z du polymere et les groupes amines de rhemoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux de I'invention, les conjugues macromoleculaires sont tels que les 
liaisons ioniques sont etablies entre les groupes carboxylates des sites Z du polymere et les groupes NH2 de 
rhemoglobine. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de I'invention, les sites Z comportent OSO3H ou OPO3H2. 10 

Selon un autre mode de realisation avantageux de I'invention, les sites Z proviennent du pyridoxalsutfate, du 
disulfate d 'epinephrine, du trisulfate d'epinephrine, du disulfate de norepinephrine, du trisulfate de 
nor6pinephrine, du disulfate de phenolphtaleine. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de I'invention, les sites Z proviennent du pyridoxalphos- 
phate, de r adenosine triphosphate, de la phosphotyrosine, de la phosphoserine, de Pinositolhexaphosphate 15 
et ses derives, de I'inositol trn, t6tra-, pentaphosphate et ses derives. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de I'invention, les sites Z comportent les groupes sulvants : 



-O-CH(C0OH) 2# COOH, O-CH^-CH-CH,, - -CH 2 -C00H # 



I COOH 
4-CH-CF 



n 



20 



CH 2 
COOH 

n variant 1 a 4. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de Tinvention, le site Z provient ; 30 

- d'un acide carboxylique contenant au moins un groupe carboxylate sur la chaine principate nbn engage dans 
la liaison entre le polymere et le site Z et non engage dans la liaison covalente entre le site Z et rhemoglobine, 

- d'un acide benzenecarboxyfique comportant au moins une fonction carboxylique non engagee dans la liaison 
entre le polymere et le site Z et non engag6 dans la liaison covalente entre le site Z et rhemoglobine, 

- d'un groupe diphospho 2,3-glycerate, 35 

- de I'acide citrique, 

- du propane 1, 2, 3 tricarboxylate 

- ou du butane t6tracarboxylate. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de I'invention Z provient de l'hydroxy-2-f ormyl-5-phosphoSe- 
rine benzamide de formule : <o 

CHO 

COOH 45 
I 

CO-NH-CH 

OH CH^ OPO-.H-, 

Z J * . 50 

ou du formyl-4-phosphoserine benzamide de formule : 

CHO 




55 



COOH 
I 

CO-NH-CH 

CH 2 OP0 3 H 2 60 

La nature de la liaison qui relie Z au polymere dep nd des elements reacti rtnels en presence et des 
conditions de reaction. 

Les liaisons qui unissent Z au polymere sont des liaisons ether, ester, amide ou amine. 65 
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La liaison ether est obtenue par greffage radicalajre de Facide acrylique, ou par action d'acide 
chlorosuccinique, sur les groupes OH des polymeres ; la liaison amide est obtenue par reaction entre les 
groupes carboxylates des groupes Z et les groupes NH2 des polymeres; la liaison amine est obtenue par 
reaction entre les groupes aldehydes des groupes Z et les groupes NH2 des polymeres, sulvie d'une 
5 reduction. Cette derniere reaction peut egalement etre effectuee simultanement a la premiere ramination 
reductive. 

A titre d'exemple, la liaison ester est obtenue 
. soit par action des groupes carboxyliques d'un site Z, sous forme anhydride, sur les fonctions OH d'un 
polymere, 

10 . soit par action d'un groupe carboxylique d'un site Z sur les fonctions OH d'un polymere en presence d 'agents 
de condensation teis que les carbodiimides. 

Selon un mode de realisation avantageux du procede de preparation, les conjugues de I'invention dans 
lesquels les sites Z sont relies au polymere par I'intermediaire d'une liaison ester peuvent etre obtenus de la 
facon suivante: 

15 - dans une premiere etape, on fait reagir les sites Z dans lesquels les groupes carboxyliques sont sous forme 
anhydride, sur un polymere comportant des fonctions OH, dans un milieu dans lequel le polymere est soluble, 
pour fixer les sites Z sur le polymere; 

- dans une seconde etape, on fait reagir le polymere P comportant le ou les sites Z avec de I'hemoglobine sous 
forme oxygenee, dans un milieu non deoxygene, dans des conditions telies que I'hemoglobine ne subisse pas 

20 de denaturation et puisse passer apres couplage avec le polymere de facon reversible de la forme oxygenee a 
la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 a environ 9, 

pour former d'une part au moins une liaison ionique entre Tun au moins des sites Z portes par le polymere et 
I'hemoglobine et d'autre part au moins une liaison covalente entre le meme susdit site Z porte par le polymere 
et I'hemoglobine. 

25 Selon un autre mode de realisation avantageux du procede de preparation, les conjugues de I'invention 
dans lesquels les sites Z sont relies au polymere par I'intermediaire d'une liaison ester peuvent etre obtenus 
de la facon suivante: 

- dans une premiere etape, on fait reagir les sites Z comportant des groupes carboxyliques, sur un polymere 
comportant des fonctions OH, en presence d'un agent de condensation tel qu'une carbodiimide, pour fixer les 

30 sites Z sur le polymere; 

- dans une seconde etape, on fait reagir le polymere P comportant le ou les sites Z avec de I'hemoglobine sous 
forme oxygenee, dans un milieu non deoxygene, dans des conditions telies que I'hemoglobine ne subisse pas 
de denaturation et puisse passer apres couplage avec le polymere de facon reversible de la forme oxygenee a 
la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 a environ 9, 

35 pour former d'une part au moins une liaison ionique entre Tun au moins des sites Z portes par le polymere et 
i'hemoglobine et d'autre part au moins une liaison covalente entre le meme susdit site Z porte par le polymere 
et I'hemoglobine. 

Les carbodiimides utilisees dependent du milieu dans lequel le polymere est soluble. Lorsque le polymere 
est du polyethylene glycol, on peut utiliser une carbodiimide soluble dans I'eau ou dans un milieu organique. 
40 Lorsque le polymere est du dextrane, etant donne que le polymere est soluble uniquement dans I'eau, la 
carbodiimide utilise e est avantageusement le chlorhydrate de N / -ethyl-N(3-dimethylaminopropyl) carbodii- 
mide (EDCI). 

Comme exemple de polymeres comportant des groupes OH on peut citer: 
le dextrane, le polyethyleneglycol. 

45 Par "site Z dans lesquels les groupes carboxyliques sont sous forme anhydride", on entend aussi bien les 
sites Z comportant deux groupes carboxyliques sous forme anhydride (monoanhydrides) que ceux 
comportant un nombre pair de groupes carboxyliques dans lesquels chaque paire de groupes carboxyliques 
est sous forme anhydride (polyanhydrides: par exemple dianhydride ou trianhydride). 

Comme exemple de sites Z dans lesquels les groupes carboxyliques sont sous forme anhydride on peut 

50 citer, outre les anhydrides d'acide polycarboxyliques, tels que le benzene 1,2,4,5 tetracarboxylique 
dianhydride, le benzene 1,2,4 tricarboxylique anhydride, egalement le cyclobutane 1,2,3,4 tetracarboxylique 
dianhydride, la benzophenone tetracarboxylique dianhydride, Tan hydride de Tacide aconitique. 

Le procede de I'invention met avantageusement en oeuvre, a titre de site Z, le dianhydride d'acide 
polycarboxylique dans lequel Tun des groupes carboxyliques de I'une des fonctions anhydrides est engage 

55 dans la liaison covalente entre le polymere et I'hemoglobine, et les autres groupes carboxyliques (dont ceux 
provenant des fonctions anhydrides) servent a la liaison ionique et a la liaison covalente entre le site Z et 
I'hemoglobine. 

Le procede de I'invention met avantageusement en oeuvre le compose de formule : 

60 
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Lorsque le polymere est du dextrane, le milieu dans lequel est effectue la premiere etape, dont question 
ci-dessus. est de Teau. 25 

Dans le cas ou le polymere est du polyethylene glycol le milieu peut etre de I'eau ou un milieu organique tel 
que le dimethylformamide. 

Les liaisons covalentes entre le polymere et Themoglobine, sont etablies entre les groupes NH2 de 
Themoglobine et les groupes carboxyliques. aldehyde ou OH, qui se trouvent sur les sites Z. 

La liaison covalente entre le polymere et Themoglobine est une liaison amide, imine, amine ou carbamate. 30 

Selon un mode de realisation particulierement avantageux de I' invention, les liaisons covalentes sont 
etablies entre des groupes carboxyliques des sites Z du polymere et des groupes NH2 de Themoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede de Tinvention concerne la preparation de conjugues 
d'hemoglobine a partir de dextrane amine de masse moleculaire d'environ 40 000, et d'environ 2.1CT 4 moles 
d'acide benzenehexacarboxylique par g de dextrane, 35 

- les liaisons ioniques etant etablies par Tintermedlaire des groupes carboxylates du benzenepentacarboxy- 
late fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et i'acide benzenehexacarboxylique, 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenepentacar- 
boxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzenehexacarboxylique et le polymere et non 
engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH2 de Themoglobine. 40 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede de Tinvention concerne la preparation de conjugues 
d'hemoglobine a partir de dextrane amine, de masse moleculaire d'environ 10000, et d'environ 3.5x10~ 4 moles 
d'acide benzenehexacarboxylique par g de dextrane, 

- les liaisons ioniques etant etablies par Tintermedlaire des groupes carboxylates du benzenepentacarboxy- 

late fixes sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et Tacide benzenehexacarboxylique, 45 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de Tacide benzenepentacar- 
boxylique - a la fois non engages dans la liaison entre Tacide benzenehexacarboxylique et le polymere et non 
engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH2 de Themoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede de Tinvention concerne la preparation de conjugues 
d'hemoglobine a partir de dextrane amine, de masse moleculaire d'environ 10 000, et d'environ 3,2x1 0 -4 moles 50 
de benzenetetracarboxylique par g de dextrane, 

- les liaisons ioniques etant etablies par Cintermediaire des groupes carboxylates du benzenetricarboxylate 
fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzenetetracarboxylique, 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de Tacide benzenetricarboxy- 
lique - a la fois non engages dans la liaison entre Tacide benzenetetracarboxylique et le polymere et non 55 
engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH2 de Themoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede de Tinvention concerne la preparation de conjugues 
d'hemoglobine a partir de dextrane amine, de masse moleculaire d'environ 10 000, et d'environ 4.10r* moles 
de butane tetracarboxylique par g de polymere, 

- les liaisons ioniques etant etablies par Tintermedlaire des groupes carboxylates du butanetricarboxylate fixe 60 
sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et Tacide butanetetracarboxylique 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de Tacide butanetricarboxyii- 
que - a la fois non engages dans la liaison entre Tacide butan t tracarboxyliqu et le polymere et non engages 
dans les liaisons ioniques ci-dessus definies -et des groupes NH2 de Themoglobin . 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede de Tinvention concerne la preparation de conjugues 65 
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d'hemoglobine a partir de monomethoxypolyoyethylene mono amine, de masse moleculaire d'environ 5 000, et 
d'environ 1.5x10 -4 moles de benzenehexacarboxylique par g de polymere, 

- les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediaire des groupes carboxylates du benzenepentacarboxy- 
late fixe sur le polymere, non engages dans le liaison entre le polymere et I'acide benzenehexacarboxylique 

5 - et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenepentacar- 
boxylique - a lafois non engages dans la liaison entre I'acide benzenehexacarboxylique et le polymere et non 
engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH2 de Themoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede de invention conceme la preparation de conjugues 
d'hemoglobine a partir de dextrane, de masse moleculaire d'environ 10 000, et d'environ 6.3xl0~ 4 moles de 

10 benzene-1 ,2,4 tricarboxylique par g de polymere, 

- les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediatre du groupe carboxylate du benzenedicarboxylate fixe 
sur le polymere, non engage dans le liaison entre le polymere et I'acide benzene-1 ,2,4 tricarboxylique 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre I'autre groupe carboxytique de I'acide benzenedicarboxyli- 
que - a la fois non engage dans la liaison entre I'acide benzene-1 ,2,4 tricarboxylique et le polymere et non 

15 engage dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH2 de I'hemoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede de I'invention concerne la preparation de conjugues 
d'hemoglobine a partir de dextrane, de masse moleculaire d'environ 10 000, et d'environ 1.15x10~ 3 moles de 
benzene-1 ,2,4,5 tetracarboxylique par g de polymere, 

- les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediaire des groupes carboxylates du benzenetricarboxylate 
20 fixe sur le polymere, non engages dans le liaison entre le polymere et I'acide benzene-1 ,2,4,5 tetracarboxylique 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenetricarboxy- 
lique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzene-1 ,2.4,5 tetracarboxylique et le polymere et 
non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH2 de I'hemoglobine. 

Les conjugues macromoleculaires obtenus par le procede de I'invention presenters I'avantage d'etre 
25 synthetises facilement, sans formation ou presque de methemoglobine,(inferieure a environ 5 0/0) et de 
n'impliquer qu'un nombre limite de reactions sur I'hemoglobine, ce qui evite sa denaturation. 

Par ailleurs, les conjugues macromoleculaires obtenus par le procede de I'invention ne renferment pas 
d'effecteurs de petite masse moleculaire, non lies, qui entraTnent dans les experiences in vitro une 
augmentation de la Pso, mais qui peuvent etre facilement elimines par diffusion extrarenal ou extravasculaire 
30 au cours des essais in vivo, et dont Teffet s'annule rapidement. 

Les conjugues macromoleculaires obtenus par le procede de I'invention presentent I'avantage de n'avoir 
pour I'oxygene qu'une affinite moderee, et d'avoir un volume hydrodynamique eleve, ce qui pendant les 
operations transfusionnelles augmente la persistance intravasculaire de I'hemoglobine par suppression de 
I'nemoglobinurie. 

35 Les conjugues d'hemoglobine li§s irreversiblement a des polymeres polyanioniques prepares selon 
Tinvention peuvent, lorsqu'ils sont dissous dans des solutions aqueuses de composition convenable, jouer le 
role de substituts du sang, notamment dans des interventions necessitant des transfusions ou la perfusion d 
organe. 

L'invention vise par consequent, egalement les solutions aqueuses renfermant les conjugues obtenus 
40 selon les procedes decrits ci-dessus et notamment les solutions rendues isotoniques du sang, par dialyse 

prolongee contre une solution de Tyrode ( de composition NaCI 8 g/l ; KCI 0,2 g/l ; CaCte 0,2 g/l ; MgCfc 0,1 g/l; 

NaH2P04 0,05 g/l ; NaHC03 1 g/l ; D.glucose 1 g/l) par exemple et concen-tration par ultrafiltration jusqu'a 

obtenir pour I'he-moglobine, une concentration d'environ 7 0/0. 

Des preparations de conjugues macromoleculaires d'hemoglobine obtenus par le procede selon 
45 Tinvention, ont ete examinees en tant que transporters d'oxygene potentiels. On a pu montrer qu'elles sont 

effectivement capables de fixer I'oxygene reversiblement et en particulier de le restituer plus facilement que 

I'hemoglobine libre ainsl que Tiilustrent les courbes d'affinite pour I'oxygene des produits decrits dans les 

exemples 1, 3 et 5 ci-apres et representes sur la figure 5 qui sera commentee ci-dessous. II apparaTt en effet. 

que ces preparations sont caracterisees par des pressions de demi-saturation (P50) qui peuvent etre tres 
50 elevees (de 900 a 5 000 Pa) alors que dans les m§mes conditions (NaCI 0.05 M, pH 7, 25° C) celle de 

I'hemoglobine native est egale a environ 480 Pa. 

Ainsi ces composes peuvent etre utilises pour fournir a des tissus ischemics des quantites d'oxygene 

importantes. lis peuvent 6galement etre utilises en transfusion et etre administres a des patients, sous forme 

d'une solution aqueuse rendue isotonique du sang, en presence ou non d'excipients. Les composes peuvent 
55 aussi etre lyophilises en presence ou non d'un cryoprotecteur ou atomises, et etre redissous dans I'eau avant 

utilisation. 

Les conjugues macromoleculaires obtenus par le procede de I'invention ont ete testes sur des souris 
relativement a la toxicite aigue comme indique ci-apres. 

Les differents polymeres polyanioniques decrits dans les exemples ont ete injectes a des souris de souche 
60 SWISS dans les conditions suivantes : les polymeres sont dissous dans de I'eau distill ' e a une concentration 
comprise entr 2.5 g et 5 g/l t le pH est ajuste a 7,4. 

0,5 mi de chaque solution sont alors injectes par voie intrap ' ritoneale a 5 souris, dont le comportement est 
ensuite observe pendant une periode de 7 jours. Ces essais n'ont permis de deceler aucun symptom de 
toxicite aigue. 

65 L'invention a egalement pour objet de nouveaux conjugues macromoleculaires d'hemoglobine non 
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biodegradables ou peii biodegradables. pendant le temps durant lequel le conjugue macromoleculaire doit 
assurer des fonctions oxyphoriques dans le plasma, presentant pour Toxygene une affin'rte inferieure a celle de 
I'hemoglobine libre, caracterise en ce qu'H est constitue : 

- d'une part par de I'hemoglobine, laquelle peut passer de facon reversible de la forme deoxygenee a la forme 
oxygenee, 5 

- d'autre part par un polymere P hydrosoluble, non toxique, de preference non antigenique, hemocompatible, 
de masse moleculaire d 'environ 1 000 a environ 500 000, de preference d 'environ 1 000 a environ 100 000, 
comportant un ou plusieurs groupes polaires, de preference des groupes hydroxyles, carboxytes ou amines, 

- lequel polymere comporte des sites Z contenant d'une part au moins une charge negative portee par au 
moins un groupe choisi parmi les groupes suivants : sulfate, phosphate, carboxylate et destinee a creer une 10 
liaison ionique avec le polymere, et contenant d'autre part au moins un groupe carboxylique, aldehyde ou OH, 
destine a creer une liaison covalente avec le polymere, 

- le polymere P etant relte a I'hemoglobine 

. d'une part par Tintermediaire d'au moins une liaison ionique etablie entre I'une au moins charges negatives 
des sites Z portes par le polymere P et I'hemoglobine, et 15 
. d'autre part par Tintermediaire d'au moins une liaison covalente etablie, entre Tun au moins des groupes 
carboxyliques, aldehyde ou OH du susdit site Z porte par le polymere P et Themoglobine, 

- le nombre de liaisons covalentes entre le polymere et Themoglobine etant tel que le conjugue 
macromoleculaire a une masse moleculaire moyenne d'environ 70 000 a environ 1 000 000, de preference 
d'environ 70 000 a environ 500 000, la relation entre le nombre et la nature des charges negatives, le nombre de 20 
sites et le nombre de monomeres etant la suivante : 

- lorsqu'il s'agrt de site Z contenant un groupe anionique unique constitut d'un sulfate ou d'un phosphate, il y a 
au moins un tel site Z par chaine de polymere et au plus un tel site Z tous les onze monomeres, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un carboxylate, non engage dans 

la liaison entre le site et le polymere et non engage dans la liaison covalente entre le polymere et 25 
Themoglobine, il y au moins un tel site Z par chaine de polymere, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates, il y a au moins 
un tel site Z par chaine de polymere et au plus un tel site Z tous les six monomeres. 

Cette classe de conjugues macromoleculaires nouveaux de Tinvention se caracterise notamment : 

- par le fait que Tune au moins des liaisons ioniques et Tune au moins des liaisons covalentes sont etabltes a 30 
partir de groupes respectifs appropries situes sur le meme site Z 

- et par le fait qu'il y a au moins un seul site Z sus-defini par chaine de polymere ; en d'autres termes. qu'un 
seul site Z sus-defini par chaine suffit. 

On a constate que cette classe de nouveaux conjugues macromoleculaires presente des proprietes 
oxyphoriques interessantes, alors que les conjugues macromoleculaires d'hemoglobine dans iesquels les 35 
conditions entre la nature, le nombre de charges anioniques sur un site Z, et le nombre de sites Z par chatne 
de polymere sont les memes mais different des conjugues definis ci-dessus par le fait que la liaison covalente 
est etablie entre un groupe carboxylique, aldehyde ou OH qui n'est pas situe sur le site Z (qui comporte le 
groupe anionique), presentent une activite oxyphorique peu ou pas interessante. 

Selon un mode de realisation avantageux de Tinvention, tous les sites Z qui interviennent dans les liaisons 40 
covalentes entre le polymere et I'hemoglobine sont les memes que les sites Z qui interviennent dans les 
liaisons ioniques entre le polymere et Themoglobine. 

Une classe avantageuse de conjugues macromoleculaires d'hemoglobine selon invention est constitute 
par ceux dans Iesquels les liaisons covalentes entre le polymere P et I'hemoglobine sont etablies entre au 
moins un groupe carboxylique ou aldehyde ou OH portt par les sites Z et au moins une amine de 45 
I'hemoglobine situee dans le site aliosterique de Themoglobine, notamment I'amine de Tune au moins des 
deux valines p-terminaies de I'hemoglobine. 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoleculaires d'hemoglobine selon ('invention est 
constitute par ceux dans Iesquels les ponts saiins entre les groupes NH3* et les groupes COO" internes de 
Themoglobine sont intacts lorsque Themoglobine est sous forme deoxygenee. 50 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoleculaires selon Tinvention est constitute par ceux 
dans Iesquels le polymere P est choisi parmi les polysaccharides, notamment les hydroxyalkylamidons dont la 
radical alkyle comporte de 2 a 4 atomes de carbone, T'muline, le dextrane et ses derives, notamment le 
dextrane amine, I'aJcool polyvinylique, la polyvinylpyrrolidone, le polymethacrylate et ses derives, les 
polypeptides, les polyalkylene glycols dans Iesquels le groupe alkylene comporte de 2 a 5 atomes de carbone, 55 
notamment le polyethylene glycol et le polypropylene glycol. 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoleculaires selon Tinvention est constitute par ceux 
dans Iesquels le polymtre P a une masse moltculaire moyenne inferieure ou tgale a 70 000, lorsqu'il est 
constitut par le dextrane et ses derives, et une masse moltculaire inferieure ou egale a 10 000 lorsqu'il est 
choisi parmi les polyalkyltne glycols, la polyvinylpyrrolidone ou le polymtthylacrylate. 60 

Une autre classe avantageuse de conjuguts macromoleculaires selon Tinvention est constitute par ceux 
dans Iesquels le site Z est relit au polymtr par I'irrterm * diaire d'une fonction ster, ether, amide ou amine. 

Une autre classe avantageuse de conjuguts macromoleculaires selon Tinvention est constitute par ceux 
dans Iesquels le site Z comporte des groupes OS0 3 H, OPO3H2, 0-CH(COOH)2. -0-CH(COOH)-CH2-COOH, 
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0-CH 2 -f(CH-CH 2 l n -CH 2 -COOH ; 
L COOH J 

5 

n variant de 1 a environ 4, ou provient du pyridoxalsulfate, du pyridoxalphosphate, de {'adenosine triphosphate, 
de la phosphotyrosine, de la phosphosertne, de Pinositolhexaphosphate et ses derives, d'acide 
polycarboxylique contenant de 2 a 10 atomes de carbone sur la chatne principale, de I'acide 
benzenecarboxylique comportant au moins trois fonctions carboxyliques, du 2,3 diphosphoglycerate. 
10 Une autre classe avantageuse de composes selon Pinvention est constitute par ceux dans lesquels aucune 
liaison ionique et aucune liaison covalente n'est susceptible de s'etablir ailleurs qu entre les groupes 
respectifs appropries des sites Z du polymere et Phemoglobine. 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoleculaires selon Pinvention est constitute par ceux 
dans lesquels les liaisons covalentes entre le polymere et Phemoglobine sont etablies a partir des groupes 
15 carboxyliques provenant des sites Z fixes sur le polymere et des groupes NH2 de Phemoglobine. 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoleculaires selon Pinvention est constitute par ceux 
dans lesquels les liaisons ioniques entre le polymere P et Phemoglobine sont etablies entre les groupes 
carboxylates des sites Z et Phemoglobine. 
Tout ce qui a ete dit a propos des conjugues macromoleculaires obtenus a partir du nouveau procede decrit 
20 ci-dessus, s'applique notamment aux conjugues macromoleculaires de Pinvention. 

Les nouveaux conjugues macromoleculaires selon Pinvention peuvent etre obtenus soit a partir d'un 
procede mettant en oeuvre Poxyhemoglobine, sort a partir d'un procede mettant en oeuvre fa 
deoxyhemoglobine. 

Les conjugues d'hemoglobine selon Pinvention peuvent etre obtenus de la facon suivante : 
25 ~ on fixe, dans une premiere etape, des sites Z comportant les groupes ioniques destines a creer une liaison 
ionique avec Phemoglobine sur un polymere P, dans le rapport suivant : 

- lorsqu il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, il y a 
au moins un tel site Z par chatne de polymere et au plus un tel site Z tous les onze monomeres, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un carboxylate, non engage dans 
30 fa liaison entre le site et le polymere et non engage dans la liaison covalente entre le polymere et 

Phemoglobine, il y au moins un tel site Z par chaine de polymere, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates non engages 
dans la liaison entre le site et le polymere et non engage dans la liaison covalente entre le polymere et 
Phemoglobine, il y a au moins un tel site Z par chaine de polymere et au plus un tel site Z tous les six 

35 monomeres, 

le polymere P etant hydros oluble, non toxique, de preference non antigenique, hemocompatible, de masse 
moleculaire d'environ 1 000 a environ 500 000, de preference d'environ 1 000 a environ 100 000, comportant 
des groupes pol aires, de preference des groupes hydroxyles, carboxyliques ou amines, et les sites Z 
contenant d'une part au moins une charge negative portee par des groupes, sulfates et/ou phosphates et/ou 
40 carboxylates, et contenant d'autre part au moins un groupe carboxylique, aldehyde ou OH, 

. soit en utilisant un compose Z-Y dans lequel Y est une fonction active ou activable, telle que aldehyde, 
carboxylique, amine, hydroxyle ou halogene, ou bien 

. soit en effectuant un greffage radicalaire des sites Z sur le polymere P ; 

- puis dans une seconde etape, on fait reagir le polymere P comportant le ou les sites Z avec de Phemoglobine 
45 sous forme oxygenee, dans un milieu non deoxygene, dans des conditions telles que Phemoglobine ne 

subisse pas de denaturation et puisse passer apres couplage avec le polymere de facon reversible de la forme 
oxygenee a la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 a environ 9, 
pour former d'une part au moins une liaison ionique entre Pun au moins des sites Z portes par le polymere et 
Phemoglobine et d'autre part au moins une liaison covalente entre le meme susdit site Z portes par le polymere 
50 et Phemoglobine, 

- lorsque la reaction ci-dessus indiquee conduit eventuellement a des fonctions imines, celles-ci peuvent etre 
stabilisees en fonctions amines, par exemple par reduction a Paide de NaBH4, NaCNBH3, le dimethylaminobo- 
rane ou HCOOH. 

Les conjugues selon Pinvention peuvent egalement etre obtenus selon le procede decrit dans la demande 
55 France n° 86.09625. 

Les conjugues d'hemoglobine lies irreversiblement a des polymeres polyanioniques prepares selon 
Pinvention peuvent, lorsqu'ils sont dissous dans des solutions aqueuses de composition convenable, jouer le 
role de substituts du sang, notamment dans des interventions necessitant des transfusions ou la perfusion 
d'organe. 

60 L'invention vis par consequent, egalement les solutions aqueuses renf nmant les conjugues decrits 
ci-dessus et notamment les solutions r ndues isotoniques du sang, par dialys prolonge contre une solution 
de Tyrode ( de composition NaCI 8 g/l ; KCI 0,2 g/l ; CaCb 0,2 g/l ; MgCI 2 0,1 g/l : NaH2P0 4 0,05 g/l ; NaHC03 1 
g/l ; D.glucose 1 g/l) par exemple et concentration par ultrafiltration jusqu a obtenir pour Phemoglobine, une 
concentration d'environ 7 0/0. 

65 Des preparations de conjugu's macromoleculaires d'hemoglobine obtenus selon Pinvention, ont ete 
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examinees en tant que transporters d'oxygene potentiels. On a pu montrer qu'elles sont effectivem nt . 
capables de fixer I'oxygene reversiblement et en particulier de le restituer plus facilement que I'hemoglobine 
libre. II apparait en effet, que ces preparations sont caracterisees par des pressions de demi-saturation (Pso) 
qui peuvent etre tres elevees (de 900 a 5 000 Pa) alors que dans les memes conditions (NaCI 0.05 M, pH 7, 
25° C) celle de I'hemoglobine native est egate a environ 430 Pa. 5 

Ainsi ces conjugues peuvent etre utilises pour fournir a des tissus ischemies des quantites d'oxygene 
importantes. lis peuvent egalement etre utilises en transfusion et etre administres a des patients, sous forme 
d'une solution aqueuse rendue isotonique du sang, en presence ou non d'excipients. Les composes peuvent 
aussi etre lyophilises en presence ou non d'un cryoprotecteur ou atomises, et etre redissous dan* I'eau avant 
utilisation. 10 

Les conjugues macromoleculaires selon I'invention ont ete testes relativement a la toxicite aigue. 

L'invention sera mieux comprise a Taide des exemples qui suivent ci-apres donnes a titre non limitatif. 

EXEMPLE 1 : Synthese d'un conjugue covalent d'hemoglobine et de dextrane-benzenepentacarboxylate 

(M.M du dextrane 40 000). Couplage avec roxyhemoglobine. 15 

Du dextrane amine contenant 5.1 0* 4 moles de NH2 par g de produit sec (soit 8 moles de NH2 pour 100 moles 
de glucopyranose) est prepare selon P. HUBERT et al, Proc. Natl. Acad. Set. USA 1978, 75, 3143, par action de 
rammoniaque sur du dextrane active a I'epichlorhydrine. 

1 g de ce dextrane amine est dissous dans 20 ml d'eau et le pH est ajuste a 6,5 avec HCi 0.1 N. On ajoute 
ensuite 1 ,7 g d'acide benzene hexacarboxylique, puis 1 g de chlorhydrate de N'-emyl-N-(3-dimethylaminopro- 20 
pyl) carbodiimide (EDCI). Le pH est ramene a 6,5 et la reaction est poursuivie pendant 3 jours a 20° C. Apres 
diaJyse contre une solution d'acetate de sodium 0,5 M, le melange est traite a I'anhydride acetique pour 
bloquer les fonctions amines non substituees du dextrane. La solution est alors epuree des contaminants de 
petite masse moleculaire par dessalage sur une colonne d'UItrogel AcA 202 (IBF-France) avec un tampon 
phosphate 02 M, pH 7,2. 25 

Apres une dialyse prolongee contre de I'eau, la solution contenant le polymere polyanionique est 
lyophilisee. Le compose est conserve au froid sous vide. 

Le polycarboxylate de dextrane obtenu contient 2 10r 4 moles de benzene-pentacarboxyiate (B.P.C) par g 
de polymere. 

5 g du polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 250 ml de NaCI 0,05 M. On ajuste le pH a 7 avec de la 30 
soude 0.1M et on ajoute 150 ml d'une solution d'hemoglobine a 10 0/0. On ajoute ensuite 600 mg de 
chlorhydrate de N'-ethyt~N-(3-dimethyl-aminopropyl) carbodiimide (EDCI) et la reaction est poursuivie a 20° C 
pendant 2 heures. On verifie qu'il n y a plus d'hemoglobine libre sur le chromatogramme obtenu sur une 
colonne d'UItrogel AcA 34 (IBF France). La P50 du conjugue est de 2660 Pa. (25° C, Tris 0,05 M, pH = 7,2 ; Hb 
libre dans les memes conditions : Pso — 430 Pa). 35 

EXEMPLE 2 : Synthese d'un conjugue covalent d'hemoglobine et de dextrane-benzenepentacarboxylate 
(M.M du destrane 10 000). Couplage avec roxyhemoglobine. 

Le polymere est prepare a partir d'un dextrane amine contenant 4.1 0~ 4 moles de NH2 par g de produit sec, 
prepare de la meme facon que celui de I'exemple 1. 40 

1 g de ce dextrane amine est dissous dans 20 ml d'eau et le pH est ajuste a 7,5 avec NaOH 0,1 M. 

On ajoute ensuite 0,7 g d'acide benzene hexacarboxylique (B.H.C.) puis 1 g de chlorhydrate de 
N'. e thy|-N-(3-dimethyl-aminopropyl) carbodiimide (EDCI). La reaction est poursuivie pendant 1 jour a 20° C. 
Apres diaJyse contre une solution d acetate de sodium 0.5 M le melange est traite a I'anhydride acetique pour 
bloquer les fonctions amines non substitutes du dextrane. La solution est alors epuree des contaminants de 45 
petite masse moleculaire par dessalage sur une colonne d'UItrogel AcA 202 (IBF France) avec un tampon 
phosphate 0,2 M, pH = 7,2. On verifie par chromatographic liquide haute performance a I'aide d'une colonne 
TSK G 3000 SW (LKB France) que le polycarboxylate de dextrane est totalement epure du benzene 
hexacarboxylate en exces. 

Apres une diaJyse prolongee contre de I'eau la solution contenant le polymere polyanionique est lyophilisee, 50 
Le compose est conserve au froid sous vide. Le polycarboxylate de dextrane obtenu contient 3,5 10r 4 moles 
de B.P.C. par g de polymere. 

2,5 g de polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 150 ml de NaCI aqueux 0,05 M. On ajoute 100 ml 
d'une solution d'hemoglobine a 10 Vo. On ajuste le pH a 7,5 avec de la soude 0,1 M et on complete a 300 mi 
avec NaCI aqueux 0,05 M. 55 

On ajoute ensuite 350 mg d'EDCI et la reaction est poursuivie a 20°C pendant 2 heures. On verifie qu'il n'y a 
plus d'hemoglobine libre sur le chromatogramme obtenu sur une colonne TSK G 3000 SW (LKB France). 

La Figure 2 represente la densite optlque en fonction du volume d'elution et permet de constater qu'il n y a 
plus d'hemoglobine libre. Sur cette figure, Vo correspond au volume exclus de la colonne et la fleche sous Hb 
correspond au volume d'elution de I'hemoglobine libre, c'est-a-dire non couplee au polymere. 60 

La P 50 du conjugue est de 2720 Pa. (25° C, Tris 0.05M, pH - 7,2 ; Hb libre dans les memes conditions : 
Pso - 430 Pa). 

65 
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EXEMPLE 3 : Synthese d'un conjugue covalent d'hemoglobine et de dextrane-benzenetricarboxylate (M.M du 
dextrane 10 000). Couplage a roxyhemoglobine. 
Le polymere est prepare a partir d'un dextrane amine contenant 4.10~ 4 moles de NH2 par g de polymere sec. 

1 g de ce polymere amine est dissous dans 20 ml d'eau et le pH est ajuste a 7,5 avec NaOH 0,1M. On ajoute 
5 ensuite 0,5 g d'acide benzene 1 ,2,4,5-tetracarboxylique (B.T.C) puis 0,6 g d'EDCI. La reaction est poursuivie 

pendant 1 jour a 20° C. La solution est alors traitee comme dans I'exemple 2. 

Le polycarboxylate de dextrane obtenu contient 3,2 10-4 mo |es de benzenetricarboxylate par g de polymere. 

0,5 g de ce polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 25 ml de NaCI aqueux 0,05 M. On ajoute 10 ml 
d'une solution d'hemoglobine a 10 0/0. On ajuste le pH a 7,5 avec de la soude 0,1 M et on complete a 40 ml avec 
10 NaCI aqueux 0,05 M. 

On ajoute ensuite 50 mg d'EDCI et la reaction est poursuivie a 20°C pendant 2 heures. On verifie qu'il n*y a 
plus d'hemoglobine libre sur le chromatogramme obtenu sur une colonne TSK G 3000 SW (LKB France). La 
Figure 3 represente la densite optique en fonction du volume dilution et permet de constater qu tl n'y a plus 
d'hemoglobine libre. Sur cette figure, la fleche sous Vo correspond au volume exclus de la colonne et la fleche 
15 sous Hb correspond au volume d'elution de I'hemoglobine libre. c'est-a-dire non couplee. 

La P50 du conjugue est de 710 Pa (25°C, Tris 0,05 M, pH = 7,2 ; Hb libre dans les memes conditions, 
Pso = 430 Pa). 

EXEMPLE 4: Synthese d'un conjugue covalent d'hemoglobine est dextrane-butanetricarboxyiate (M.M du 
20 dextrane 10 000). Couplage a roxyhemoglobine. 

Le polymere est prepare de la mime facon que celui de I'exemple 3 en utilisant I'acide n-butane 
1,2,3,4-tetracarboxylique (Bu.T.C.). Le polycarboxylate de dextrane obtenu contient 4 10~ 4 moles de 
butanetricarboxylate par g de polymere. 
0,6 g de ce polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 25 ml de NaCI aqueux 0,05 M. On ajoute 10 ml 
25 d une solution d'hemoglobine a 10 0/0. On ajuste le pH a 7,5 avec de la soude 0,1 M et on complete a 40 ml avec 
NaCI aqueux 0,05 M. 

On ajoute ensuite 70 mg d'EDCI et la reaction est poursuivie a 20° C pendant 2 heures. On verifie qu'il n'y a 
plus d'hemoglobine libre sur le chromatogramme obtenu sur une colonne TSK G 3000 SW (LKB France). La 
P50 du conjugue obtenu est 540 Pa. (25° C, Tris 0,05 M, pH = 7,2 ; hemoglobine libre dans les memes 
30 conditions, P50 — 430 Pa). 

EXEMPLE 5 : Synthese d'un conjugue covalent d'hemoglobine et de monomethoxypolyoxyethylene-benzene 
pentacarboxylate (M.M du polyoxyethylene : 5000. Couplage avec roxyhemoglobine. 

Du monomethoxypolyoxyethylene amine, (MPOE-NH2, 2 1CT 4 moles de NH2 par g de produit sec) est 
35 prepare selon M. LEONARD et al, Tetrahedron 1 984, 40, 1581 , par action du bromure de thionyle sur du MPOE, 
suivie d'une substitution par ('ammoniac. 

2 g de ce MPOE-NH2 sont dissous dans 50 ml d'eau et le pH est ajuste a 8. On ajoute ensuite 1 .4 g d'acide 
benzene hexacarboxylique (B.H.C). puis 0.8 g de chlorhydrate de N'-ethyl-N (3-dimethyI-aminopropyl) 
carbodiimide (EDCI). On laisse la reaction se poursuivre une nuit a temperature ambiante. Le melange est 

40 ensuite acidifie a pH 1 par HCI aqueux 1 M ; le polymere est extrait au chlorure de methylene, puis precipite par 
I ether anhydre. 

II est ensuite purifie par chromatographic sur colonne de Dowex, et ensuite sur colonne d'Ultrogei d'AcA 
202 (IBF, France). L'eluat est dialyse contre de la soude aqueuse (pH 9), puis le polymere est lyophilise. 
0.2 g de ce polymere contenant environ 1,5 10~ 4 moles de benzene-pentacarboxylate (B.P.C) par g de 

45 polymere sont dissous dans 10 ml d'eau. On ajuste le pH a 7 et on ajoute 10 ml d'une solution d'hemoglobine 
a 10 0/0, puis 10 mg d'EDCI. Apres une heure de reaction, le melange est chromatographic sur colonne 
d'Ultrogei AcA 54 (IBF, France) afin de purifier le conjugue polymere d'hemoglobine. La figure 4 correspond a 
la variation de la densite optique en fonction du volume d'elution et permet de constater qu'il n'y a plus 
d'hemoglobine libre. Vo correspond au volume exclus de la colonne ; la fleche sous Hb correspond au volume 

50 d'elution de ('hemoglobine libre, c'est-a-dire non couplee, et celle sous MPOE-BPC correspond au volume 
d'elution du polymere non lie a I'hemoglobine.La P50 de ce conjugue est de 2400 Pa (25° C, Tris 0.05 M, pH 7,2 ; 
Hb libre dans les memes conditions : P50 = 430 Pa). 

EXEMPLE 6 

55 

Synthese d'un conjugue covalent d'hemoglobine et de dextrane-benzenedicarboxylate (MM du dextrane 
10 000 : liaison ester entre le dextrane et le site polycarboxylate). Couplage a roxyhemoglobine. 

Le dextrane-benzenedicarboxylate est prepare en faisant reagir 7.5g de benzene 1,2,4 tricarboxylique 
anhydride avec 32 g de dextrane en milieu aqueux a pH 9 pendant 15 h; La solution est ensuite debarrassee de 
60 I'acide benzen 1,2,4 tricarboxylique r6siduel par dessalage sur une colonne d'Ultrogei AcA 202 (IBF-France) 
avec un tampon phosphate 0.2M, pH 7.2. 

Apres une dialyse prolongee contr de I'eau, la solution contenant le polymere st lyophtlisee. le 
polycarbolat de dextrane contient 6,3 1 0 -4 moles de b nzdnedicarboxylate (B.D.C) par g de polym * re. 
Ceci corr spond a environ 1 site Z comportant deux groupes anioniques constitu's de deux group s 
65 carboxylates tous les 10 monomeres. 
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11 g de polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 250 ml d'eau. On ajuste le pH a 6.5 et on ajoute 150 
ml d'une solution d'hemoglobine a 10Q/b. On ajoute ensuite 160 mg de chorhydrate de M-ethyl-IM (3 
dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDCI) et la reaction est poursuivie a 20° C pendant 2 heures. 

Le conjugue d'hemoglobine obtenu est un conjugue nouveau. 

Le melange est chromatographie sur Ultrogel AcA 54 (IBF France) pour eliminer I'hemoglobine libre et les 5 
coontaminants. La P50 du conjugue purifie est de 870 Pa (25° C, Tris 0.05M, pH 7.2; Hb libre dans les memes 
conditions: P50 = 430 Pa). 

EXEMPLE 7: 

10 

Synthese d'un conjugue covalent d'hemoglobine et de dextrane-benzenetricarboxylate (MM du dextrane 
10 000 -liaison ester entre le dextrane et le site polycarboxylate), Couplage a I'oxyhemoglobine. 

Le dextrane-benzenetricarboxylate est prepare en faisant reagir 26 g de benzene 1,2,4,5 tetracarboxylique 
dianhydride avec 20 g de dextrane en milieu aqueux a pH 9 pendant 15 h; La solution est ensuite debarrassee 
de I'acide benzene 1,2,4,5 tetracarboxylique residue I par dessalage sur une colonne d'Ultrogel AcA 202 15 
(IBF-France) avec un tampon phosphate 0.2M, pH 7.2. 

Apres une dialyse prolongee contre de I'eau. la solution contenant !e polymere est lyophilisee. Le 
polycarboxylate de dextrane content 1,15 10" 3 moles de benzenetricarboxylate (B.T.C.) par g de polymere. 

5 g de polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 250 ml d'eau. On ajuste le pH a 7.0 et on ajoute 150 ml 
d'une solution d'hemoglobine a 10Q/b. On ajoute ensuite 120 mg de chlorhydrate de N'-ethyl-N(3 20 
dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDCI) et la reaction est poursuivie a 20° C pendant 2 heures. 

Le melange est chromatographie sur Ultrogel AcA 54 (IBF France) pour eliminer I'hemoglobine libre et les 
contaminants. La Pso du conjugue purifie est de 2000 Pa (25° C, Tris 0.05M, pH 7.2; Hb libre dans les memes 
conditions: P50 = 430 Pa). 

On peut egalement preparer le conjugue defini ci-dessus a Taide de dextrane et d'acide benzene 1,2.4,5 25 
tetracarboxylique, en presence de carbodiimide soluble dans Teau tel que le chlorhydrate de N'-ethyl-N(3 
dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDCI). 

EXEMPLE 8: 

On prdpare, selon le protocole decrit dans I'exemple 5, les conjugues : 30 
. d'hemoglobine et de polyethyteneglycol-benzenepentacarboxylique 
. d'hemoglobine et de poiyethyleneglycol benzenetetracarboxytique 
. d'hemoglobine et de polyethylene-glycol-benzenetricarboxylique 
. d'hemoglobine et de polyethyleneglycol-benzene-dicarboxylique. 

35 

EXEMPLE 9: 

On prepare, selon le protocole decrit dans les exemples 6 et 7, le conjugue d'hemoglobine et de 
polyethyleneglycol-benzenetricarboxylique. 

Pour preparer le polyethyleneglycol-benzenetricarboxyiique, on fait reagir du benzene-tetracarboxylique 
dianhydride avec du poly6thyleneglycol en milieu organique, tel que dimethylformamide. La solution est 40 
ensuite debarrassee de I'acide benzene tetracarboxylique residue! par exemple par dessalage sur une 
colonne d'Ultrogel AcA 202 (IBF-France) avec un tampon phosphate 0,2M,pH 7.2. 

Apres une dialyse prolongee contre de I'eau, la solution contenant le polymere est lyophilisee. 

Le polycarboxylate de poiyethyleneglycol est dissous dans de i'eau. On ajuste le pH a 7.0 et on ajoute une 
solution d'hemoglobine, par exemple a 10<>/o. On ajoute ensuite du chlorhydrate de N'-ethyl-N(3 45 
dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDCI) et la reaction est poursuivie a 20° C pendant 2 heures. 

Le melange est chromatographie sur Ultrogel AcA 54 (IBF France) pour eliminer i'hemoglobine libre et les 
contaminants. 

On prepare egalement selon le protole indique precedemment, le conjugue d'hemoglobine et de 
polyethyleneglycol-benzene-dicarboxylique (a Taide de poiyethyleneglycol et de benzene 1 ,2,4 tricarboxylique 50 
anhydride). 

On peut egalement preparer des polyethyleneglycols - benzenepolycarboxylates en faisant reagir les acides 
benzenepolycarboxyliques sur les foncttons OH du polymere en presence de dicyclohexylcarbodiimide/dime- 
thylaminopyridine dans le dimethylforrnamide. 

55 

EXEMPLE COMPARATIF 1 : 

Cet exemple a pour but de comparer la P50 obtenue en mettant en oeuvre le procede de I'invention pour 
preparer des conjugues d'hemoglobine dans lesquels ia liaison covalente est 6tablie entre un groupe 
aldehyde non porte par le site Z sur lequel se trouve le groupe anionique phosphate. 

On prepare du phosphate de dextrane a l aide de dextrane de depart de masse moleculaire d'environ 10 000 60 
que Ton transforme en phosphate disodique contenant 8% de phosphore, conformement au protocole decrit 
dans I'exemple 1 de la demande France n° 86.09625. 

Onactiv le phosphate de dextrane par le periodat de sodium d facon a obtenir 13 aldehydes pour 100 
unites glucosidiques. 

Ce dextran phosphate aldehydique est mis a reagir avec I'hemoglobine dans ia proportion 1.5 en masse 65 
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(masse de dextrane / masse d'hemoglobine), a pH 8; Orla reaction est poursuivie a 4°C pendant 24 h. On 
ajoute alors une solution de NaBH 4 dans NaOH 10" 3 N. Le melange est chromatographic pour controler qu'il 
n'y a plus d'hemoglobine libre (HPLC sur colonne TSK G 3000 SW Beckman). 

Quand la reaction est faite sur la deoxyhemoglobine selon le procede decrit dans la demande France n° 
5 86.09625, la P 5 o du conjugue d'hemoglobine est de 3380 Pa (25°C, Tris 0,05 M, pH 7.2). 

Dans les memes conditions, la P 6 o de Themoglobine libre est de 450 Pa. 

Quand la reaction est faite sur Toxyhemoglobine, conformement au procede de la presente invention, la P50 
du conjugue d'hemoglobine est de 425 Pa (25° C, Tris 0,05 M, pH 7.2). 

Dans les memes conditions, la P50 de Themoglobine libre Pso est de 430 Psu 
10 Cet exemple comparatif montre que le procede de preparation de conjugues d'hemoglobine a Taide 
d'hemoglobine oxygenee n'est pas applicable lorsque la liaison covalente est etablie entre un groupe 
aldehyde (carboxylique ou. OH) non fixe sur le site Z comportant les charges anioniques. 



15 Revendications 

1. Procede de preparation de conjugues macromoleculaire hydrosolubles d'hemoglobine, non 
biodegradables ou peu biodegradables, pendant le temps durant lequel le conjugue macromoleculaire 
doit assurer des fonctions oxyphoriques dans la plasma, presentant pour Toxygene une affinlte inferleure 

20 a celle de i'hemoglobine libre, caracterise en ce que : 

- on fixe, dans une premiere etape, des sites Z sur un poiymere P, a raison d'au moins un site Z par chatne 
de poiymere, le poiymere P etant hydrosoluble, non toxique, de preference non antigenique, 
hemocompatible, de masse moieculaire d'environ 1 000 a environ 500 000, de preference d'environ 1 000 
a environ 100 000, comportant un ou plusieurs groupes polaires, de preference des groupes hydroxyles, 

25 carboxyliques ou amines, et les sites Z contenant d'une part au moins une charge negative portee par des 

groupes, sulfates et/ou phosphates et/ou carboxylates et destinee a creer une liaison ionique avec 
Themoglobine, et contenant d'autre part au moins un groupe carboxylique, aldehyde ou OH, destine a 
creer une liaison covalente avec I'hemoglobine, 

. soit en utilisant un compose Z-Y dans lequel Y est une fonction active ou activable a I'aide d'un agent 
30 dactivation, telle que aldehyde, carboxylique. amine, hydroxyle ou haiogene, ou bien 

. soit en effectuant un greffage radicalaire des sites Z sur le poiymere P; 

- puis dans une seconde etape, on fait reagir le poiymere P comportant le ou les sites Z avec de 
Themoglobine sous oxygenee dans un milieu non deoxygene, dans des conditions telles que 
I'hemoglobine ne subisse pas de denaturation et puisse passer apres couplage avec le poiymere de 

35 fapon reversible de la forme oxygenee a la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH compris 

d'environ 5 a environ 9, 

pour former d'une part au moins une liaison ionique entre I'un au moins des sites Z portes par le poiymere 
et Themoglobine et d'autre part au moins une liaison covalente entre le meme susdit site Z porte par le 
poiymere et I'hemoglobine, 

40 - lorsque la reaction ci-dessus indiquee conduit eventuellement a des fonctions imines, celles-ci peuvent 

etre stabilisees en fonctions amines, par exemple par reduction a Taide de NaBH4, NaCNBH3, le 
dimethylaminoborane ou HCOOH. 

2. Procede de preparation de conjugues macromoleculaires selon la revendication 1 , caracterise en ce 
que Ton fixe les sites Z sur le poiymere P de telle sorte que la relation entre le nombre et la nature des 

45 charges negatives destines a creer une liaison ionique entre un site et Themoglobine (non engagees dans 

la liaison entre un site et le poiymere et non engagees dans la liaison covalente entre un site et 
Themoglobine) soit la suivante : 

- lorsque chaque site Z contient un groupe anionique unique consfrtue d'un sulfate ou d'un phosphate, il y 
a au moins un tel site Z tous les dix monomeres du poiymere, 

50 - lorsqu'il s'agit de site Z contenant au moins deux groupes anioniques, constitues de sulfates et/ou de 

phosphates, il y a au moins un tel site Z par chalne de poiymere, 

- lorsque chaque site Z contient des charges anioniques provenant de carboxylates, il faut au moins deux 
groupes carboxylates sur un meme site Z, et au moins un tel site Z tous les cinq monomeres, 

- lorsque I'un au moins des sites Z contient au moins trois charges negatives provenant de carboxylates, 
55 By a au moins un tel site par chalne de poiymere. 

3. Procede de preparation de conjugues macromoleculaires selon la revendication 1 , caracterise en ce 
que Ton fixe les sites Z sur le poiymere P de telle sorte que la relation entre le nombre et la nature des 
charges negatives destines a creer une liaison ionique entre un site et Themoglobine (non engagees dans 
la liaison entre un site et le poiymere et non engagees dans la liaison covalente entre un site et 

60 Themoglobine) soit la suivante : 

- lorsqu'il s'agit d site Z contenant un groupe anionique uniqu constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, 
il y a au moins un tel site Z par chatne de poiymere et au plus un site Z tous les onze monomeres, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un carboxylate, non engag6 
dans la liaison entre le sit et le poiymere et non engage dans la liaison covalente ntre le poiymere et 

65 Themoglobine. il y au moins un tel site Z par chaine de poiymere, 
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- lorsqu'U s'agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates non - 
engages dans la liaison entre le site et le polymere et non engage dans la liaison covalente entre le 
polymere et I'hemoglobine, il y a au moins un site Z par chaTne de polymere et au plus un tel site Z tous les 
six monomeres. 

4. Procede selon les revendications 1 a 3, caracterise en ce que les liaisons covalentes entre le 5 
polymere P et I'hemoglobine sont etablies entre au moins un groupe carboxylique, aldehyde ou OH porte 

par les sites Z et au moins une amine de I'hemoglobine situee dans le site allosterique de I'hemoglobine 
lorsque celle-ci est sous forme deoxygenee, notamment famine de Tune au moins des deux valines 
^-terminates de I'hemoglobine. 

5. Procede selon les revendications 1 a 4, caracterise en ce que les ponts salins entre les groupes NH3 + 10 
et les groupes COO'' internes de I'hemoglobine sont intacts lorsque i'hemoglobine est sous forme 
deoxygenee. 

6. Procede selon les revendications 1 a 5, caracterise en ce que le polymere P est choisi parmi les 
polysaccharides, notamment les hydroxyalkylamidons dont la radical alkyle comporte de 2 a 4 atomes de 
carbone, I'inuline, le dextrane et ses derives, notamment le dextrane amine, I'alcoo! potyvinylique, la 15 
polyvinylpyrrolidone, le polymethacrylate et ses derives, les polypeptides, les polyalkylene glycols dans 
lesquels le groupe alkylene comporte de 2 a 5 atomes de carbone, notamment le polyethylene glycol et le 
polypropylene glycol. 

7. Procede selon les revendications 1 a 6, caracterise en ce que le polymere P a une masse moleculaire 
moyenne inferieure ou egale a 70 000, lorsqu'i! est const'rtue par le dextrane et ses derives, et une masse 20 
moleculaire inferieure ou egale a 10 000 lorsqu'H est choisi parmi les polyalkylene glycols, fa 
polyvinylpyrrolidone ou le polymethylacrylate. 

8. Procede selon les revendications 1 a 7, caracterise en ce que le site Z est relie au polymere par 
I'intermediaire d'une fonction ester, ether, amide ou amine. 



9. Procede selon les revendications 1 a 8, caracterise en ce que le site Z comporte les groupes OSO3H, 25 
OPO3H2. 0-CH(COOH) 2 . -0-CH{COOH)-CH 2 -COOH, 



n variant de 1 a environ 4, ou provient du pyridoxatsulfate, du pyridoxalphosphate, de I'adenosine 
triphosphate, de la phosphotyrosine, de la phosphoserine, de I'inositolhexaphosphate et ses derives, 
d*acide polycarboxylique contenant de 2 a 10 atomes de carbone sur la chaTne principaie, de I'acide 35 
benzenecarboxylique comportant au moins trois fonctions carboxyJiques. du 2,3 diphosphoglycerate. 

10. Procede selon les revendications 1 a 9, caracterise en ce que les liaisons covalentes entre le 
polymere et I'hemoglobine sont etablies a partir des groupes carboxyliquees provenant des sites Z fixes 
sur le polymere et des groupes NH2 de I'hemoglobine. 

11. Procede selon les revendications 1 a 10, caracterise en ce que les liaisons ioniques entre (e polymere 40 
P et I'hemoglobine sont etablies entre les groupes carboxylates des sites Z et I'hemoglobine. 

12. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que le polymere est obtenu a partir de dextrane 
amine de masse moleculaire d'environ 40 000, et d'environ 2.10 -4 moles d'acide benzenehexacarboxylh 
que par g de dextrane, 

- les liaisons ioniques etant etablies par rintermediaire des groupes carboxylates du benzenepentacarbo- 45 
xylate fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzenehexacarboxy- 
lique, 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide 
benzenepentacarboxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzenehexacarboxylique 

et le polymere et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH2 de SO 
I'hemoglobine. 

13. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que le polymere est obtenu a partir du dextrane 
amine, de masse moleculaire d'environ 10 000, et d'environ 3.5x10r 4 moles d'acide benzenehexacarboxy- 
lique par g de dextrane, 

- les liaisons ioniques etant etablies par rintermediaire des groupes carboxylates du benzenepentacarbo- 55 
xylate fixes sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzenehexacarbo- 
xylique, 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide 
benzenepentacarboxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzenehexacarboxylique 

et le polymere et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH2 de 60 
I'hemoglobine. 

14. Procede selon la revendication 1 , caracterise n ce que le polymere est obtenu a partir de dextrane 
amine, de masse moleculaire d'environ 10 000, et d'environ 3,2x1 0" 4 moles de benzenetetracarboxyiique 
par g de dextrane, 

- les liaisons ioniqu s etant etablies par Tint rmediaire des groupes carboxylates du benzenetricarboxy- 65 
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late f ixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzenetetracarboxyli- 
que, 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide 
benzenetricarboxytique - a la fois non engages dans la liaison entre l acide benzenetetracarboxylique et 

5 le polymere et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH2 de 

rhemoglobine. 

15. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le polymere est obtenu a partir de dextrane 
amine, de masse moleculaire d'environ 10 000, et d'environ 4.10/" 4 moles de butane tetracarboxylique par 
g de polymere, 

10 - les liaisons ioniques etant etablies par rintermediaire des groupes carboxylates du butanetricarboxylate 

fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide butanetetracarboxyiique 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide 
butanetricarboxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide butanetetracarboxyiique et le 
polymere et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH2 de 

15 rhemoglobine. 

16. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le polymere est obtenu a partir de 
monomethoxypolyoyethylene amine, de masse moleculaire d'environ 5 000, et d'environ 1.5x10~ 4 moles 
de bezenehexacarboxylique par g de polymere, 

- les liaisons ioniques etant etablies par rintermediaire des groupes carboxylates du benzenepentacarbo- 
20 xylate fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzenehexacarboxy- 

lique 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide 
benzenepentacarboxyltque - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzenehexacarboxylique 
et le polymere et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH2 de 

25 rhemoglobine. 

17. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le polymere est obtenu a partir de dextrane, 
de masse moleculaire d'environ 10 000, et d'environ 1.15X10 -3 moles de benzene-1 ,2,4,5 tetracarboxyli- 
gue parg de polymere, 

- les liaisons ioniques etant etablies par rintermediaire des groupes carboxylates du benzenetricarboxy- 
3Q late fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymdre et I'acide benzene-1 ,2,4,5 

tetracarboxylique 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide 
benzenetricarboxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzene-1 ,2,4.5 tetracarboxy- 
lique et le polymere et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH2 de 

35 rhemoglobine. 

18. Procede selon les revendications 1 a 17, caracterise en ce que a I'issue de la premiere etape, le 
polymere comportant les sites Z est active avant d'etre mis en reaction avec rhemoglobine. 

19. Procede selon les revendications 1 a 18, caracterise en ce que I'activation consiste a transformer les 
f onctions OH en groupes aldehydes, par exemple par oxydation periodique. 

40 20. Procede selon les revendications 1 a 19, caracterise en ce que i'activation des sites Z du polymere et 

sa mise en reaction avec rhemoglobine sont pratiquement simultanees. 

21 . Procede selon les revendications 1 a 20, caracterise en ce que les sites Z du polymere : 

- sont actives par exemple a I'alde de carbonyldiimidazole, lorsque les sites Z ne comportent pas de 
groupes aldehydes, mais qu'ils contiennent des f onctions hydroxyles, 

45 - ou bien sont actives a I 'aide de reactifs utilises en syn these peptidique, lorsque les sites Z comportent 

des groupes carboxyles . 

22. Procede selon les revendications 1 a 21 , caracterise en ce que la reaction entre le polymere et 
rhemoglobine pendant un temps tnferieur a celui entralnant au plus environ 5 0/0 de methemoglobine, de 
preference pendant au plus 10 h, et a une temperature permettant une conservation correcte de 

50 rhemoglobine, par exemple entre 3°C et 30° C. 

23. Procede de preparation selon i*une des revendications 1 a 22 de conjugues d'hemoglobine dans 
lesquels les sites Z sont relies au polymere par rintermediaire d'une liaison ester, caracterise en ce que : 

- dans une premiere 6tape, on fait reagir les sites Z sous forme anhydride, notamment du benzene 1,2,4,5 
tetracarboxylique dianhydride ou du benzene 1,2,4 tricarboxylique anhydride, sur un polymere 

55 comportant des fonctions OH, notamment du dextrane ou du polyethyleneglycol, dans un milieu dans 

lequel le polymere est soluble, pour fixer les sites Z sur le polymere; 

- dans une seconde etape, on fait reagir le polymere P comportant le ou les sites Z avec de rhemoglobine 
sous forme oxygenee. dans un milieu non deoxygene, dans des conditions telles que rhemoglobine ne 
subisse pas de denaturation et puisse passer apres couplage avec le polymere de facon reversible de la 

60 forme oxygenee a la forme d6oxygen6e, en milieu aqueux de pH comprls d'environ 5 a nviron 9, 

pour former d'une part au moins une liaison ionique entr I' un au moins des sites Z portes par le polymere 
et rhemoglobine et d'autr part au moins un liaison covalente entre le me me susdit site Z porte par le 
polymere et rhemoglobine. 

24. Conjugue macromol ' culaire caracterise en ce qu'il est obt nu par le procede selon la revendication 

65 3. 



20 



BNSOOCIO <EP 033891 OA 1_l_> 



EP 0 338 916 A1 



25. Conjugue macromoleculaire hydrosoluble d'hemoglobine, non biodegradable ou peu biodegradable,- 
pendant le temps durant lequel le conjugue macromoleculaire doit assurer des fonctions oxyphoriques 
dans le plasma, presentant pour I'oxygene une affinite inferieure a celle de I'hemogiobine Hbre, 
caracterise en ce qu'il est constitue : 

- d'une part par de I'hemogiobine, laquelle peut passer de facon reversible de la forme de oxygen ee a la 5 
forme oxygenee, 

- d'autre part par un polymere P hydrosoluble, non toxique, de preference non antigenique, 
hemocompatible, de masse moleculaire d'environ 1 000 a environ 500 000, de preference d'environ 1 000 
a environ 100 000, comportant des groupes polaires, de preference des groupes hydroxyles. 
carboxyiiques ou amines, 10 

- lequel polymere comporte un ou des sites Z contenant d'une part au moins une charge negative portee 
par au moins un groupe choisi parmi les groupes suivants: sulfate, phosphate, carboxylate, et destinee a 
creer une liaison ionique avec le polymere, et contenant d'autre part au moins un groupe carboxylique, 
aldehyde ou OH, destine a creer une liaJson covaJente avec I'hemogiobine, 

- le polymere P etant relie a I'hemogiobine 15 
. d'une part par rintermediaire d'au moins une liaison ionique etablie entre Tune au moins des charges 
negatives des sites Z portes par le polymere P et I'hemogiobine, et 

. d'autre part par rintermediaire d'au moins une liaison covaJente etablie, entre Tun au moins des groupes 
carboxylique, aldehyde ou OH des susdits sites Z portes par le polymere P et I'hemogiobine, 

- le nombre de liaisons covalentes entre le polymere et I'hemogiobine etant tel que le conjugue 20 
macromoleculaire a une masse moleculaire moyenne d'environ 70 000 a environ 1 000 000, de preference 
d'environ 70 000 a environ 500 000, la relation entre le nombre et la nature des charges negatives, le 
nombre de sites et le nombre de monomeres etant la suivante : 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, 

il y a au moins un tel site Z par chaine de polymere et au plus un site tous les onze monomeres, 25 

- lorsqu il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un carboxylate, non engage 
dans la liaison entre le site et le polymere et non engage dans la liaison covalente entre le polymere et 
I'hemogiobine, il y au moins un tel site Z par chatne de polymere, 

- lorsque il s'agit de site Z contenant deux charges anloniques provenant de deux carboxylates, il y a au 
moins un tel site Z par chatne de polymere et au plus un site Z tous les six monomeres. 30 

26. Conjugue macromoleculaire selon la revendications 25, caracterise en ce que les liaisons covalentes 
entre le polymere P et I'hemogiobine sont etablies entre au moins un groupe carboxylique ou aldehyde ou 
OH porte par les sites Z et au moins une amine de I'hemogiobine situee dans le site allosterique de 
I'hemogiobine, notamment Tannine de I'une au moins des deux valines p-terminales de I'hemogiobine. 

27. Conjugue macromoleculaire selon les revendications 25 et 26, caracterise en ce que les ponts sal ins 35 
entre les groupes NH3* et les groupes COO~ internes de I'hemogiobine sont intacts lorsque 
I'hemogiobine est sous forme deoxygenee. 

28. Conjugue macromoleculaire selon les revendications 26 et 27, caracterise en ce que le polymere P 
est choisi parmi les polysaccharides, notamment les hydroxyalkylamidons dont la radical aJkyle comporte 

de 2 a 4 atomes de carbone, I'inuline, le dextrane et ses derives, notamment le dextrane amine. Pal coo I 40 
polyvinyiique, la polyvinylpyrrolidone , le polymethacrylate et ses derives, les polypeptides, les 
polyalkylene glycols dans lesquels le groupe alkylene comporte de 2 a 5 atomes de carbone, notamment 
le polyethylene glycol et le polypropylene glycol. 

29. Conjugue macromoleculaire selon les revendications 25 a 28, caracterise en ce que le polymere P a 

une masse moleculaire moyenne inferieure ou egale a 70 000, lorsqu'il est constitue par le dextrane et ses 45 
derives, et une masse moleculaire inferieure ou egale a 10 000 lorsqu'il est choisi parmi les polyalkylene 
glycols, la polyvinylpyrrolidone ou le polymethylacrylate. 

30. Conjugue macromoleculaire selon les revendications 25 a 29, caracterise en ce que le site Z est relie 
au polymere par rintermediaire d'une fonction ester, ether, amide ou amine. 

31. Conjugue macromoleculaire selon les revendications 25 a 30, caracterise en ce que le site Z 50 
comporte des groupes OSO3H, OPO3H2, 0-CH(COOH) 2 , -O-CH(CO0H)-CH 2 -CO0H, 




55 



n variant de 1 a environ 4, ou provient du pyridoxalsutfate, du pyridoxaJphosphate, de I'adenosine 
triphosphate, de la phosphotyrosine, de la phosphoserine, de Pinositolhexaphosphate et ses derives, 
d'acide potycarboxylique contenant de 2 a 10 atomes de carbone sur la chaine principale, de I'acide 60 
benzenecarboxylique comportant au moins trois fonctions carboxyiiques, du 2,3 diphosphoglycerate. 

32. Conjugue macromoleculaire selon les revendications 25 a 31, caracterise en ce que les liaisons 
covalentes entre le polymere et Themoglobine sont etablies a partir des groupes carboxyiiques provenant 
des sit sZ fixes sur le polymere et des groupes NH2 de I'hemoglobin . 

33. Conjugue macromoleculaire selon les revendications 25 a 32, caracterise en ce que les liaisons 65 
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ioniques entre le polymere P et I'hernoglobine sont etablies entre !es groupes carboxylates des sites Z et 
rhemoglobine. 

34. Conjugue macromoleculaire dans lequel le polymere est du dextrane de masse moleculaire d'environ 
10 000, les liaisons Ioniques etant etablies par I'intermediaire du groupe carboxytate du benzenedicarbo- 
5 xylate fixe sur le polymere, non engage dans la liaison entre le benzene 1,2,4-tricarboxylique anhydride et 

le polymere, 

- les liaisons covalentes etant etablies entre I'autre groupe carboxylique du benzene-dicarboxylate - a la 
fois non engage dans la liaison entre le benzene-1,2,4-tricarboxylique anhydride et le polymere et non 
engage dans la liaison ionique definie ci-dessus - et des groupes NH2 de Themoglobine, le nombre de 
10 groupes benzenedicarboxylates etant d*environ 1 tous les dix monomeres. 
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